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INTRODUCCIÓN 

Los métodos tradicionales para la determinación de vitaminas requieren del 

ará!!sis !ndiv!dua! de cada una por métodos qüe involucran diversas técnicas 

instrumentales, como la espectrofotometría, colorimetría, fiuorometría y en algunos 

casos bioensayos. La elección del método generalmente depende de la precisión 

y sensibilidad requeridas y las interferencias posibles en la muestra estudiada. 

Como regla general en los alimentos, debido a sus diversas propiedades químicas 

y fis1cas es muy difícil extraer y cuantificar las múltiples vitaminas. El mayor reto 

en el análisis de vitaminas es generalmente su extracción de la matnz alimenticia 

angina/. Las condiciones de la misma necesitan ser seleccionadas atendiendo la 

naturaleza lábil de estos compuestos para liberarlas evitando su degradación o 

pérdida (Russell, 1996). En casos especiales los análisis de vitaminas múltiples 

en alimentos son factibles, como lo es la determinación en alimentos fortificados o 

adicionados (formas libres de las vitaminas). 

La cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC por sus iniciales en inglés) 

se ha convertido en la técnica más popular para determinar vitaminas 

hidrosolubles. Da manera particular, la cromatograña de líquidos en fase inversa 

permite la separación y cuantificación de analitos hidrosolubles y no volátiles, 

como las vitaminas. Además, los métodos por HPLC presentan ventajas respecto 

a los métodos biológicos. microbiológicos y químicos entre !as que se encuentran 

mayor rapidez. de análisis, mayor precisión, exactitud razonable y mayor 

especificidad incluso en la separación simultánea de vitaminas múltiples 

(E1tenmiller, 1990). 

Uno de los mayores retos en la selección de un método para el análisis de 

vitaminas es el de \dent\ficar los mentos re\ati\Jos de diversas metodologías afines. 

Los indicadores de la confiabilidad de un ensayo que el analista debe buscar 

incluyen la medición de la precisión, exactitud, reproduc1b11idad, recuperaciones en 



muestras aleatorias, linealidad de la calibración, comparación con métodos 

reconocidos y / o mediciones de la pureza de los picos (Beecher y Vanderslice 

1984). 

Actualmente son numerosos los alimentos que se comercializan enfatizando el 

enriquecimiento vitamínico del cual son objeto, situación que les da un alto valor 

agregado y los hace atractivos ante un consumidor cada vez más exigente. Por 

otra parte, la legislación y normalización de este tipo de productos comienza a ser 

necesaria precisamente en lo relativo al enriquecimiento o fortificación, ya que por 

tratarse de un asunto de salud pública, tiene que estar regulado, tanto por los 

organismos encargados de la salud, como por la misma industria que los elabora. 

Debido a esta situación, surge la necesidad de optimizar los esquemas analíticos 

existentes o bien el desarrollo de nuevos métodos para la extracción, detección y 

cuantificación de estos compuestos 

Desde el aspecto analítico .es deseable la existencia de metodologías que faciliten 

el análisis de los alimentos, es decir, que simplifiquen los procesos en el 

laboratorio sin sacrificar aspectos de suma importancia como la confiabilidad de 

los datos obtenidos. 

Ante esta perspectiva el desarrollo y validación de un esquema analíUco que 

permita una extracción eficiente y un método válido de separación y cuantificación 

de ias vitaminas nidrosoiuoies resuita eviaente. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Desarrollar un esquema analítico que permita una eficiente extracción, 

separación y cuantificación simultánea de t1amina (v1tam1na 81), ribofiavina 

(v1tam1na 82), niacina y ácido lólico en harina de maíz fortificada 

Objetivos particulares: 

Desarrollar un método de extracción y purificación de las vitaminas que sea 

eficaz acorde con las características fisicoquímicas de las harinas. 

Establecer las condiciones cromatográficas necesarias para la separación y 

cuantificación simultánea de las cuatro vitaminas. 

Valídar estadísticamente el método en función de la precisión, exactitud, 

reproducit>ilidad y linealidad de \os datos obtenidos. 

Establecer claramente las ventajas y desventajas que presenta el método 

propuesto frente a los métodos tradicionales para la determinación de 

vitaminas hidrosolubles en alimentos. 
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ANTECEDENTES. 

1.1 Harina de maíz fortificada. 

1.1.1 Elaboración 

La preparación industrial de harinas de masa precoc1da (o rnxtamalizada) es 

lograda utilizando diversos procedimientos basados en el cocimiento alcalino y 

lavado del maíz, seguido de molienda y secado. La masa seca es tamizada y 

relormulada en harinas con una distribución de tamaño de particula 

cuidadosamente controlada para conseguir los requerimientos del producto En 

un proceso continuo, la harina entera cruda se cocina con agua (1 :3) y cal 

(0.3% del ~eso del maíz). La mezcla se cocina y seca en un secador de 

tambor doble Se supone que las tortillas producidas con este secado 

presentan características fisicoquimicas y sensoriales similares a aquellas 

tortillas preparadas de manera tradicional 

El proceso de nixtamalizac1ón (fig. 1.1) produce algunos cambios significativos 

en el maíz, entre ellos: 

• Gelatinización parcial del almidón; 

• Disminución del contenido de proteína por solubilización en el agua de 

cocción. 

• Aumento de la disponibilidad de aminoácidos por desnaturalización 

proteica 

• Aumento de la disponibilidad de rnacina 

• Aumento del contenido de calcio 

• Pérdida de vitaminas h1drosolubles 

º Reducción en e\ contenido de grasa. 

(Machorro, 1982) 
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Granor maiz 

Molino 
(tamiz #40) 

l 
Hanna de maíz 

0.1 kg 
Agua .....--~--

1 00 kg 33 litros 

1 

Secador de doble tambor 
93-104ºC. 2-4 rpm 

Molino de martillo 
(tamíz#40) 

1 
Harina de nixtamai instantánea 

Figura 1.1 Producción de harina de nixtamal instantánea 

Cal 

Debido a la alcalinidad del medio en que se desarrolla este proceso, resulta 

inevitable la pérdida de la vitaminas hidrosolubles a excepción de la niacina, por lo 

que se han desarrollado técnicas de adición de las mismas. Estas operaciones 

consisten en incorporarlas a una premezcla de harina de maíz ya sea durante la 

molienda o en algún otro punto del proceso, dependiendo del esquema de 

obtención de la harina. 

1.1.2 Composición. 

En !a tabla 1.1 se muestra !a composición química promedio para las harinas de 

nixtamal fortificadas. Se sabe que en general el maíz presenta un contenido en 

carbohidratos elevado io que convierte a ias harinas en un airmento con gran 

aporte calórico, pero principalmente destaca el hecho de que en México el 

consumo de tortillas de harina de maiz rnxtamalizado es muy elevado y con la 

finalidad de hacerlas un alimento con mayor valor nutricional se ha recurndo a la 

fort1ficac1óri con v1tarr11nas y m1rera1es 
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Tabla 1.1 Composición química promedio de harinas de maíz fortificadas. 

Fuente· Instituto Nacional de la Nutrición. 

Componente lg / 100 g harina 
1 Humedad 4.7-6 
i Proteínas 8 
i Carbohidratos 75 4 
i Grasas 3.9 
1 Fibra dietética IS 

1 

1%1DR Equ1valenc1a 
mg/kg 

J 

Tiamina 33 2 64 1 

Riboflavina 17 2 
Niacina 17 28.9 

· Acido fólico 27 0.54 
Hierro 20 3.6 
Zinc 17 2.8 

% IOR = Porcentaje de la ingesta diaria recomendada. 

En cuanto a los niveles de fortificación para cada vitamina y mineral, éstos son 

determinados con base en los que se presentan en la tabla 1.2 y que son los 

establecidos por el Instituto Nacional de la Nutrición : 

Tabla 1.2 Uneamientos para la adición de micronutrimentos a las harinas de maíz. 

Micronutrimento 

Tiamina 

I Riboflavina 

iN1ac1na 

¡I ~~~~~ fólico .. 

,Zinc 

Mínimo Nivel Máximo 
mg/kg I Recomendado I mgikg 

m /k 
4.0 5.0 8.0 

::- ~· :: 1 :;_ 

__ · -~ ~g : ~g ... 
16 1 20 o 26 o 

Compuesto 
1 recomendado 

Mononitrato 
tia mina 
Clorhidrato 
riboflavrna 
Nicot1nam1da 
Acido fól1co 

cte¡ 
del 

----·-
1 Hierro reducido; 
: extraflno 
i Óxido de zinc 
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Dichos micronutrimentos y sus respectivos niveles de adición pueden ser 

modificados conforme se determine por resultados y pruebas que realicen los 

organismos encargados. 

1.2 Vitaminas hidrosolubles en harina de maíz fortificado. 

1 2 1 Tiamina 

Históricamente, la tiam1na (fig. 1.2) ha sido conocida como la vitamina cuya 

deficiencia produce beriberi (Kawasak1, 1992). Aunque sus electos en las 

funciones nerviosas y sus propiedades antipolineurít1cas han sido reconocidas por 

años, los medios exactos por los cuales la tiamina ejerce su función neurológica 

está aún bajo investigación 

r,-s 

H,M:N~OH 
C00378 

F1g. 1.2 T1amina (vitamína 8 1) 

La fuentes de tiamina en alimentos incluyen carne, pescado, cereales enteros, 

cereales fortificados y productos de panadería, nueces, legumbres, huevo, frutas y 

vegetales (De Leenheer y col, 1992). En la naturaleza, la vitamina B1 existe tanto 

en su forma no fosfonlada (tiamina) y como esteres fosfóricos, que incluyen e! 

monolosrato, piro!osla\o y trilosfato de tiamina (TMP. TPP, TIP respectivamente) 

y se encuentran unidos a proteínas. El éster difosfatado (TPP) es generalmente 

reconocido como la forma fislológicamente activa como coenz1ma. El contenido de 

tiam1na total resulta de la suma de la tiam1na y sus esteres fosforilados 
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Los esteres son relativamente estables en estado seco si el alimento se almacena 

a bajas temperaturas y en la oscuridad. En solución, la tiamina es estable a pH 2-4 

y la TPP es estable en el intervalo de pH 2-6 a baja temperatura. Todas las formas 

de la tiamina son inestables a temperaturas elevadas y bajo condiciones a/calinas. 

La detección de tiam·1na puede ser problemática debido a que generalmente se 

presenta en ba¡as concentraciones. 

1.2.2 Riboftavina 

Aunque Ja deficiencia de riboílavina no está asociada con un síndrome específico 

1dent1ficado, produce síntomas similares a los de pelagra, incluyendo lesiones de 

la piel alrededor de la boca, nariz y oídos (DeVries, 1993). 

La vitamina 82 endógena está presente en los alimentos en tres formas principales 

(fig. 1.3): riboílavina y las coenzimas fisiológicamente activas, ftavm 

mononucleótido (FMN) y ftavin-adenin-dinucleótido (FAD) (Nielsen, 1992) 

ro:Z,.,,.QH 
HO~ 

H,CY'¡(X:yº M-" NH 
H~C N 

o 

Fig 1.3. Riboflavina (vitamina 82) 
C00255 

Las fuentes alimenticias de vitamina 82 incluyen levadura, productos lácteos, 

carne y huevo (Russel, 1996). Las coenzimas son las formas predominantes en 

alimentos y se encuentran unidas a proteínas La excepción es la leche, en la que 

se encuentra predominantemente en forma de ribofiavina libre. 

Las característica química más importante que afecta los análisis de esta vitamina 

es su fotosensib1lidad La degradación de v1tam1na B2 por luz UV y v1s1ble produce 
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fotoreducc1ón irreversible a lumiflav1na o lumicromo y por tanto la pérdida de su 

actividad. Todas las formas vitaminicas B2 son inestables a pH alcalino y las 

coenzimas son degradadas por debajo de pH 5. La extracción y análisis de la 

coenzimas necesitan por tanto realizarse a pH 5-7, mientras que el análisis de 

nbofiavina total es mejor en pH ácido. 

Para propós'1tos de detección, todas las formas vitaminicas tienen espectros de 

absorción similares y fiuorescen de manera natural. Es factible entonces su 

detección espectrofotométrica 

1 2.3 Niacina (Vitamina 83 o PP). 

La rnacina (fig.1.4) es conocida como la vitamina preventiva de pelagra (DeVries, 

1993). Fisiológicamente actúa como un acarreador de hidrógeno y como cofactor 

para un número importante de deshidrogenasas. Participa en los sistemas red-ox, 

desempeñando un rol esencial en los sistemas enzimáticos responsables del 

metabolismo de carboh1dratos, ácidos grasos y aminoácidos. 

o d'OH 
N 

C00253 

F1g. 1.4. Ácido nicotínico (vitamina 8 3 o PP) 

Las formas encontradas en alimentos incluyen al ácido nicotírnco, esteres del 

n1cotinoil y la formas de coenzimas : nicotinam1ñ-adenin-dinucleót1do (NAD') y la 

forma fosfatada de ésta (NADP'), y sus respectivas formas reducidas, NADH y 

NADPH. Los alimentos en que se encuentra incluyen cereales y semillas, que 

contiene principalmente ácido nicotinico, y pescado, cerdo, polio y res, que 

contienen nlcot1namida 
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En general la niacina es una de la vitaminas más estables (De Leenheer y col., 

1992), Las soluciones acuosas de ácido nicotinico y de nicotinamida soportan 

condiciones de autoclave por periodos cortos sin descomposición (v gr. a 1 OOºC t 

1 O min.) La estabilidad del ácido nicotínico es independiente del pH. En contraste, 

la nicotinam1da es estable a pH neutro pero puede convertirse al ácido 

calentándola en ácido o álcali 1 N. 

Respecto a su detección, todas las formas vitamínicas de la niacina poseen 

absorción en el espectro de UV. 

1.2.4 Ácido fálico. 

La deficiencia de folacina produce anemia megaloblástica muy similar a Ja 

producida por la deficiencia de vitamina B12 . Esto resulta de Ja interdependencia 

de la folacina y la vitamina B12 en al menos dos rutas bioquímicas. La funcion in 

vivo de la folacina es como acarreador de unidades monocarbónicas y como 

coenzima en diversas reacciones bioquímicas incluyendo la síntesis de ácidos 

nucleicos, aminoácidos y proteínas (Mullin y Dutch, 1992). 

La folacina está disponible ampliamente en alimentos vegetales y animales, 

principalmente vegetales de hojas verdes, hígado, levadura de cerveza, fríjol y 

productos lácteos fermentados (DeVries, 1993). Las diferentes formas vitamínicas 

constituyen un gran grupo de compuestos relacionados que contienen la misma 

estructura básica de ácido fálico (ácido pteroilglutámico) (fig. 1.5) con diferencias 

en el estado de reducción y el número de residuos glutámicos, en teoría existen 

aproximadamente 150 formas con diferente actividad biológica. E! ácido fálico no 

está presente de manera natural, pero es la forma vitamínica utilizada para 

fortificación 
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F1g 1 5 Ácido fálico (ácido ptero1!glutám1co) 

Las diferentes formas de la folacina en alimentos son relativamente lábiles, pues 

son extremadamente sensibles al calor, a la luz, a la oxidación y a valores de pH 

extremos (De Leehneer y col., 1992). La extracción de estas vitaminas es 

complicada por las bajas concentraciones en que se presentan y la amplia 

presencia de enzimas endógenas en alimentos que interconv1erten a las formas 

vitamínicas y I o degradan la cadena poliglutámica. Además, pueden estar unidas 

a proteínas. Debe tenerse especial cuidado en asegurar una extracción 

cuantitativa. 

En cuanto a su detección, todos los folatos biológicamente activos presentan 

absorción UV característica. 

1.3 Determinación de vitaminas hidrosolubles en alimentos. 

1.3. 1 Métodos tradicionales 

Los métodos oficiales de referencia (AOAC, 1995) para la cuantificación de 

t1amina, riboflavina, niac1na y ácido fólico en alimentos utilizan técnicas químicas 

microbiológicas e instrumentales y son el parámetro contra el cual otros métodos 

son comparados. 
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1.3.1.1 Tiamina (Viamina 8 1) 

Todos los métodos recomendados para la cuantificación de tiamina están basados 

en la formación de un denvado fluorescente (tiocromo) Las condiciones de 

extracción involucran además de hidrólisis ácida en autoclave, otra hidrólisis 

enzimática a 50ºC por 3 horas. La derivatizacrón se realiza por oxidación alcalina 

con bromocianuro. En muestras que puedan contener vanos vitameros la tiamina 

total se cuantifica por desfosfonlación mediante enzimas previa a la derivatización 

(Russell, 1996). Si es necesano también puede realizarse una purificación por 

columna. Estos métodos no son aplicables para materiales que puedan afectar la 

fluorescencia del tiocromo. 

1.3 1.2 Riboftavina (Vitamina B2) 

Para el ensayo de riboftavina en alimentos, se recomiendan dos métodos 

microbiológicos y dos ftuorométricos (Sullivan y Carpenter, 1993). las técnicas 

flurométricas, que incluyen un procedimiento manual y uno semiautomático están 

basadas en la extracción de los vitameros 82 y su conversión a riboflavina por 

calentamiento en presencia de ácidos minerales (v. gr. en autoclave con HCI 0.1 N 

a 121 ºC/30 min). la proteína se precipita y el extracto se oxida levemente con 

permanganato de potasio para destruir compuestos que pudieran interferir con la 

fluorescencia. El exceso de permanganato se decolora con peróxido de hidrógeno 

y se mide la fturescencia de la riboflavina. 

Debido a la falta de un paso de separación en los métodos fiuorométricos, 

fecuentemente ocurre sobre~stimación debido a \a presencia de componentes que 

inteliieren (Russell y Vanders!ice, 1992}. Trabajos recientes indican que estos 

métodos no son factibles para muestras con alto contenido graso o actividad 

enzrmátrca degradativa (v gr, fosfatasas). 
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1 3.1.3 Niacina (Vitamina 83 o vitamina PP). 

Actualmente, están listados dos métodos automatizados y uno manual para la 

determinación de niacina total (ácido nicotinico + nicotmamida) en alimentos 

(Sullivan y Carpenter, 1993). Los vitameros de la niacina son extraídos por 

h1dról1sis ácida o básica, que además facilita la conversión de nicotinamida a ácido 

nicotínico. La niacina total se determina como ácido nicotínico por anclaje de los 

grupos pindina con bromocianuro y la formación de un producto colorido por 

reacción con ácido sulfanílico. El producto final se determina 

espectolotométricamente a 470 nm. Estos métodos sufren de vanas desventajas 

incluyendo baja sensibilidad y el uso de reactivos dañinos e inestables (BrCN y 

ácido sulfanílico) (Shibata y Sh1monc, 1992). 

1.3.1.4 Ácido fó/ico (Folacina). 

los métodos de referencia para folacina libre o total son microbiológicos. Los 

diferentes microorganismos utilizados, entre ellos Streptococcus faecafis y 

Lactobacillus casei, han mostrado tener diferentes respuestas a las variadas 

formas de Ja vitamina (Goli y Vanderslice, 1992). Además, la determinación resulta 

muy laboriosa, consume tiempo y no es del todo reproducible (Jacoby y Henry, 

1992) ya que los microorganismos presentan susceptibilidad a ciertos 

componentes de Jos alimentos que pueden actuar como estimulantes o 

depresores de! Cíecímiento. En general, la metodología para ácido fólico continúa 

sienáo problemática. 

1.3.2 Métodos en Normas Oficiales Mexicanas y CodexAl1mentarius. 

En la leg1slac1ón mexicana, (NOM-131-SSA1-1995) los métodos reportados en 

alimentos para lactantes son similares a los de referencia (AOAC, 1995), con la 
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excepción de que la cuantificación de tiam1na y riboflav1na se hace de manera 

simultánea. En el caso del Códex Alimentarius las metodologías son las de 

referencia. 

1 3.3 Métodos simultáneos por HPLC. 

1 3.3.1 Separaciones múltiples: 

En años recientes, el análisis de vitaminas hidrosolubles en alimentos ha 

encontrado en la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) una 

excelente herramienta, tanto en el aspecto químico como en humano, ya que por 

la versatilidad que presenta, simplifica y optimiza la cuantificación de estos 

compuestos. En este sentido, los métodos desarrollados presentan alternativas 

prácticas al cuantificar de manera simultánea las vitaminas de interés. 

Estos análisis múltJples resultan factibles en casos especiales, como la 

determinación en alimentos fortificados, que contienen a las vitaminas en sus 

formas libres o en la determinación de las mismas en alimentos relativamente 

simples como los jugos. La separación simultánea de múltiples vitaminas está 

lejos de ser superada; el mayor tropiezo continúa siendo la extracción no 

degradativa de las vitaminas debido a la considerable diversidad en sus 

propiedades químicas, físicas y las condiciones que influyen en su estabilización o 

desestabilización (Russel/, 1996). 

Los niveles de vitaminas· presentes en los alimentos son generalmente muy bajas 

y las vitaminas están acompañadas por un exceso de constituyentes de la matriz 

que a veces poseen las mismas características (De Leenheer y col , 1994). 

Como grupo, las vitaminas son de una diversidad quimica extrema Muchas de 

ellas son susceptibles a la ox1dac1ón y degradación por exposición a la luz o al 
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calor. Una de las mayores bondades de los sistemas de HPLC es que el contacto 

con el aire, luz y temperaturas extremas está excluido. 

Siempre se intenta que la preparación de la muestra mejore la especificidad de un 

procedimiento analítico eliminando la mayor cantidad posible de otros 

constituyentes de la matriz para concentrar el analito. 

En general, la extracción de las vitaminas involucra tratamientos ácidos, altas 

temperaturas y a veces hidrólisis enzimática dependiendo principalmente del tipo 

de muestra, Ja o las vitaminas que se desean extraer y Ja forma en que éstas se 

encuentran en el alimento, la metodología de extracción se debe adecuar al tipo 

de muestra, ya que no siempre las vitaminas se encuentran asociadas a otros 

componentes de la muestra o están en sus formas libres (adicionadas). 

Las primeras determinaciones simultáneas de vitaminas en alimentos por HPLC 

se realizaron a mediados de la década de los 80's. Desde entonces, se han 

optimizado. 

En 1992, Chase y col. cuantificaron t1amina, riboftavina y piridoxina en fórmula 

infantil por fase inversa. El tratamiento de la muestra consistió en una extracción 

con ácido perclórico para la separación de Jos componentes asociados a las 

vitaminas, mientras que la detección combina absorción UV y fluorescencia, lo 

cual implicó una previa deriva\ización del extracto, haciendolo un sistema un tanto 

complejo, y que además no coincide con las determinaciones por métodos 

oficiales, aunque si presenta grandes ventajas en tiempo de análisis y limites de 

cuantificación. 

Barna y Dworschák en 1994 desarrollaron un método para cuantificar t1amina y 

riboflavina en hígado mediante h1dról1s1s ácida seguida de hidrólisis enzimática. En 

comparación con los métodos oficiales, este método tuvo menor recuperación de 

ambas v1tam1nas y una amplia drspers1ón por la descomposrción de las formas 
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vitamínicas en la extracción además de la extracción o hidrólisis conjunta de 

compuestos que dificultaron la detección. 

Un método con buenos resultados y ventajas evidentes en el análisis mú!t!p!e de 

vitaminas por HPLC es el desarrollado por Albalá y col en 1997. En éste, la 

extracción consistió en agitación con ácido tricloroacético y filtración de los 

extractos; se cuantificaron ocho vitaminas del complejo B, entre ellas nicotinam1da, 

ácido fálico, riboftav1na y tiam1na en fórmula infantil en menos de 60 minutos y con 

detección en UV. 

Aunque los materiales básicos de empacado en todos los sistemas 

crnmatógraficos son sólidos, la capa exterior puede ser un liquido o bien un sólido 

(Pomeranz y Meloan, 1994). En HPLC sólido-liquido, la capa externa del material 

de empaque, que entra en ccntacto con la fase móvil y los componentes de la 

muestra es un sólido (fig. 1 6). 

Ya que la mayoría de los empaque de columna sólida son láminas o materiales 

laminados, sus superficies son aluminatos o silicatos y consisten de grandes 

cantidades de grupos terminales -OH, los cuales son altamente polares. 

Generalmente un solvente no polar como el hexano es utilizado como la fase 

móvil. Cuando compuestos de polaridad moderada son disueltos en la fase móvil y 

pasados a través de la columna, los compuestos más polares son retenidos más 

fuertemente que los menos polares y por tanto la separación es buena. 

Debido a que en un sistema liquido-sólido la superficie sólida de !as partículas es 

polar y no es muy útil para !a separación de compuestos no polares, los cuales 

tienen muy poca afinidad por las partículas polares, se emplean los materiales de 

empaque de fase inversa En éstos, la superficie reactiva de la partícula es 

cambiada por reacción con un compuesto no polar que es químicamente enlazado 

al grupo -OH para que no pueda ser desprendido En esta categoría entran los 
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sistemas C1s, en los que se enlaza una molécula de octadecasil en la que la 

molécula a separar, en este caso las vitaminas, se retiene un determinado tiempo 

y después es eluida dependiendo de su afinidad con la fase móvil y del equ1l1bno 

de partición que se establece entre ambas fases. 

Flg.1.6. Sistema de empacado líquido sólido 

La aplicación más popular es una modificación de este sistema: la cromatografía 

de par iónico. Se base enteramente en los equilibrios de concentración y puede 

ser usada para separar materiales altamente polares con una superficie no polar 

(fig. 1.7). 

Si se logra el sistema correcto, la cromatografía de par 1ónico generalmente 

proporciona mejores eficiencias de separación que la de 1ntercamb10 iónico Los 

agentes que funcionan mejor como pares 1ón1cos son los ácidos sulfónicos 

orgánicos como el ácido hexansulfómco (CH,-(CH2)s - so,·. H' 
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O::·-~~:: 
.ahora son neutros y se 

comportan como 
compuestos no 16n1cos 

Fig 1 7. Sistema cromatográfico par-16nlco 

1.3.3.2 Factores que afectan la cromatografía de par iónico en vitaminas 

hidrosolubles. 

En diferentes estudios, se ha observado que la separación de vitaminas 

hidrosolubles por cromatografía de par iónico se ve afectada por diversos factores, 

(Oong y col., 1988) como el tipo y proporción de solvente orgánico, la 

concentración del par iónico, el tipo y \ong!tud de columna y a!gunos aditivos que 

~ se añaden a la fase móvil para mejorar ia resoiución de ios picos. Con estos 

resultados se puede tener un sumario de condiciones óptimas para la separación y 

detección de v1tam1nas 
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Tabla 1.3 Sumario de condiciones óptimas para la separación de vitaminas 

hidrosolubles en columnas C18 

Factores Intervalos 
Par iónico 4 - 7 mri..11-hexanosulfcnato 
oH i2.8-3.2 
Modificador ornánico 12.5 - 20% metano! 

, Aditivos 0.8 - 1.2 % ácido acético 
¡ 0.1 - O 13 % trietilamina 
. T em2eratura de la columna 22- 28 ºC 

Los criterios para la selección de estos rangos son la resolución, forma del pico y 

la rapidez del análisis 

De estos estudios se desprenden las siguientes conclusiones. 

• El hexanosulfonato resulta ser el par iónico que mejores resultados 

proporciona con respecto a la resolución. 

• El intervalo de pH es de suma importancia, ya que las vitaminas son 

sumamente sensibles a las variaciones de éste. puesto que poseen varios y 

distintos grupos ionizables. 

• En el caso de los aditivos, la trietilamina mejora y controla la elusión de 

tiamina y refina la resolución de otras vitaminas. 

• Los niveles de metano! por debajo del intervalo aumentan la resolución de 

las vitaminas que eluyen más rápido a expensas del tiempo de análisis. 

En la mayoría de los aná!isis mú!tip!es para cuantificación de vitaminas uno de los 

grandes obstáculos es ia trazabiiidad de ias mismas, así como la incertidumbre y 

dispersión que presenta la información obtenida, situación que es de gran 

importancia en la estandarización de los mismos, por lo que es necesario realizar 

pruebas de validación estadística que permitan establecer la confiabilidad de los 

datos. 
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1.4 Validación estadística. 

Junto con la calibración y la trazabi!tdad (!ím1te mfn!mo de cuantfficacióii 

determinado con precisión y exactitud aceptables) de las calibraciones. la 

valldación de métodos es probablemente el mayor obstáculo para los laboratorios 

(Wilson y Geoff. 1995). 

Los esquemas de acreditación requieren que los laboratorios usen métodos 

apropiados para las pruebas que realizan. es decir. que el método efectivamente 

sirva para el propósito que se diseñó y que logre el nivel de sensibilidad requerido 

por los clientes o bien por la legislación existente 

1.4.1 Finalidad. 

El propósito de realizar una determinación cualquiera, es el de obtener un valor 

estimado del valor verdadero, ya que nunca se podrá conocer el valor real. Esto es 

principalmente debido a que ninguna medición se encuentra libre de error y lo que 

se determina es un valor que difiere del real con una diferencia llamada error 

absoluto. 

Además, cada medición estará sujeta a cierta incertidumbre en el valor final 

obtenido, sin considerar su relación con el valor verdadero. 

Existen dos tipos de error: !os sistemáticos o detemilnados y Jos aleatorios o 

indeterminados. Un error s1stemát1co es aquel cuya fuente puede locallzarse o 

definirse y de esta manera tratar de eliminarlo en la mayor proporción posiblec 

(Montgornery, 1996). Algunas fuentes de este tipo de error pueden ser errores 

instrumentales, del método, de operación y personales Un error aleatorio es aquel 

que no puede atribuirse a una causa conocida n1 puede predecirse su magnitud o 

d1recc1ón para una medición de una serie de datos, no son fácrles de identificar y 

ocurren de manera aislada fortuita y accidentalmente 
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En vista de que los errores aleatorios no pueden predecirse con exactitud, una 

manera de estimarlos es mediante técnicas estadísticas, las cuales proporcionan 

un panorama de su magnitud, frecuencia de ocurrencia y efecto en Ja expresión 

final del resultado. A partir de dicho análisis puede obtenerse un indrcio de las 

probabilidades de ocurrencia de errores indeterminados. 

Aún cuando los errores sistemáticos pueden ser detectados, también es posible 

evaluarlos mediante técnicas estadísticas con las que se establece de manera 

más acertada Ja concordancia de los valores estimados con el valor real (García 

del Valle, 1988). 

1.4.2 Exactitud. 

La exacbtud de un método está definida como la cercanía de un resultado 

obtenido experimentalmente y su valor real. La evaluación de la exactitud se 

puede llevar a cabo efectuando inferencias estadísticas con base en el valor real 

mediante: 

a) Pruebas de Hipótesis: Verifican que Jos datos experimentales pertenezcan 

a una distribución de probabilidad especial cuyo parámetro es el valor real. 

Esta distribución en particular es la de "t de Student" (para muestras 

pequeñas) y que está definida por la expresión: 

t= ( X • µ ) ! ( SI ,/n ) 

donde . x = medra de las determinacrones 

.u = medra teórrca (100% poblacional) 

S :::: desviación estándar de \as determinaciones 

n = número de determ1nac·1ones 
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La exactitud de un método es generalmente establecida usando la cantidad 

conocida de un ingrediente activo estándar recuperado de Ja matriz por el 

método de ensayo propuesto. Dado que ta cant!dad de analitcs añadidos en 

un estudio de recuperación son cantidades conocidas, generalmente se 

asume que están ajustados. De cualquier manera, la cantidad recuperada 

por el método es un variable aleatoria. S1 x, es la cantidad de anal1to 

añadida a la muestra y y, es la cantidad recuperada correspondiente, 

entonces, el porcentaje de recuperación Z, , el error absoluto EA y el 

porcentaje de error PE para la muestra i están definidos por 

z, = 100 (yJx;) % 

EA1 =y, -x, 

PE;= 100 (EA;lx1) % o bien PE1 = Z1 - 100 

Si se obtienen los promedios correspondientes de cada porcentaje y la 

varianza muestra! s2 de cada uno, entonces se puede estJmar la exactitud 

por medio de los intervalos de confianza de (1 - a)* 100% (donde 

a generalmente es 0.05, es decir el 95% de la distribución normal). 

LS, (Llz) = Z ± s, t ¡112a. 0-1) Para % recuperación 

LSea (Llea) =ea± Sea t (íl2a., n-1) Para eíror absoluto 

LSp, (Llee) =pe± Spe t ¡112a. 0.1¡ Para% error 

donde LS y LI definen a los límites superior e inferior del intervalo 

respectivamente . 
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Si el intervalo de confianza para el porcentaje de recuperación (LS, U,) 

contiene al 100, el método de ensayo se considera validado en términos de 

su exactitud. En otras palabras, relativamente no presenta desviación o 

tendencia, o bien esta determinada por el intervalo. Por otra parte, sl e! 

intervalo para el porcentaje de error no incluye al cero, el método de ensayo 

no se está validado en términos de su exactitud. 

Se establece un contraste de hipótesis: 

Ho · x = µ Hipótesis nula . 

H1 : x * µ Hipótesis alternativa. 

Con lo que se determina si el método es exacto para una región de aceptación del 

95% con una significancia del 0.05 (1-a). 

1.4.3 Precisión. 

La precisión proporciona información acerca de errores sistemáticos o tendencias 

en el método. Se refiere a la dispersión que existe entre las mediciones alrededor 

de su valor medio o central, es decir, una medida de la concordancia de los 

valores experimentales alrededor de un valor central. 

La precisión evalúa dos aspectos principales: la repetibilidad y la reproducibilidad 

del método. 

a) Repetibilidad 

Similar al establecimiento de la exactitud, también se puede emplear el 

porcentaje de recuperación Z, para cuant1f1car la precisión del método. Se 

consídera s2
2 como !a vananza muestra! en el porcentaje de recuperación, 

entonces 
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sz' = SS(Z)/n-1 

donde 
n -

SS(Z) = b (Z¡ - Z)2 

1=1 

Y la desviación estándar y el coeficiente de variación están dados por: 

CV, = 100 (s,/ Z) 

El intervalo de confianza (1-a) x 100% para la varianza poblacional 

desconocida cr,2 está dado por: 

donde 

LI = SS(Z) I xu2 

LS = SS(Z) I XL
2 

donde x,2(% u, n-1) y ;;,'(1- Y, u, n-1) son los cuantiles de una distribución 

centra! ch1 cuadrada con n-1 grados de libertad 
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En la práctica es deseable limitar la variabilidad del método dentro de una 

cantidad específica aceptable. Si la variabilidad del ensayo está dentro de la 

cantidad aceptable, se considera que el método está validado En otras 

palabras. con cierta seguridad, el método ensayado tiene la precisión buscada. 

Con base en este concepto, se puede evaluar la precisión de un método 

ensayado estableciendo las siguientes hipótesis: 

y la hipótesis nula puede ser rechazada si en el nivel a de s1grnficancia: 

O= SS(Z) I cro2 < x.2 (1-a, n-1) 

Cabe mencionar que el estadístico Q es la prueba sin tendencia más potente 

para hipótesis. 

b) Reproducibilidad: 

Es la concordancia entre valores sucesivos y un valor central pero determinado 

bajo diferentes condiciones de trabajo (extracciones, días, equipos, analistas, 

etc.). Una manera de evaluarla es mediante la determinación del cuadrado 

medio del error de varianza. Para la determinación de este parámetro 

estadístico se utiliza un diseño experimenta/ denominado análisis de varianza 

en el que se analizan las interacciones posibles en el método desarrollado. 

Existe una modalidad del análisis de varianza más simpliflcado que únicamente 

involucra las interacc10nes extracción, día y extracción - dia de donde se 

puede estimar el cuadrado medio del error de vananza como un estimador de 

la reproduc1bil1dad. El anal1s1s de varianza sigue el s1gu1ente modelo. 
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Donde: 

y t¡k :::: porcentaie cuantificado con la í-ésirria extracc!ón dado el 1-
ésimo día de la k-ésíma repetición. 

EX, = efecto de la extracción i en el porcentaje cuantificado 

DJ = efecto del j-ésimo día en el porcentaje cuantificado 

EXD1J == interacción extracción - día 

E(1J}k = error experimenta! 

µ = parámetro que representa el valor real del porcentaje de 

recuperación donde no hay efecto por extracción o día 

El cuadro de análisis de varianza que representa este modelo es: 

Fuente de variación Grados de !lbertaQ Suma de cuadrados Cuadrados medios F c;a1 

EX, j-1 L--L SCEX I a-í QM.ex 
be abe CMEXo 

D, j-1 ¿_¿ SCo 1 b-1 ~ 

be abe CMAO 

EXDq ij-i-j+1 'JJ-/ +y} .+v.1~-L SCEXol (a-1)(b-1) CMo:o 

e abe CME 

1 4.4 Linealidad. 

1.4.4 1 La linealidad es la relación existente entre una variable independiente y 

una dependiente dentro de un intervalo considerado. También representa una 

medida de Ja exactitud del método, en el caso de los métodos espectroscópicos de 

detección ta señai obtenida es dírectamente proporcional a la cantidad de muestra 

Esta relación queda establecida por Ja ecuación de la recta 
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donde. 

y=mx+b 

y= variable independiente (señal o respuesta) 

x =variable independiente (cantidad detectada) 

b = ordenada al origen 

m = pendiente 

La ecuación de esta recta puede servir para fines de pred1cc1ón de la vanable 

dependiente cuando se conocen o suponen los valores de la vanable dependiente. 

La linealidad se evalúa mediante una regresión lineal utilizando el análisis de 

mínimos cuadrados, el análisis de residuos y el coeficiente de determinación. La 

recta obtenida será la que mejor se ajuste a el conjunto de valores obtenidos 

experimentalmente siendo la ecuación de esta recta. 

donde: y =cantidad recuperada 

x = cantidad adicionada 

~o = ordenada al origen poblacional = O 

~' = pendiente poblacional = 1 

E = error asociado a la correlación 

Desarrollando el modelo queda: 

donde: X 

n 
= (11n)1: x, 

J""1 
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Los estimadores para ajustar el modelo son: 

Su= l.: x.2 - (l.: xJ 2 

n 
s"' = i.: xy- (Ixl(Ivl 

n 

Wo =y 

y se obtiene el modelo ajustado: 

• • 
Y = fl' O + ~,(X - X ) 

Del modelo anterior se deduce el modelo para el análisis de errores (residuos): 

A A 

Se obuenen los valores de y ajustados y el error (e,) y las sumas de cuadrados de 

la regresión: 

Donde-

SS e= l.: e1
2 

ss R= ~' s"' 
Syy = SSR + SS, 

SSE = suma de cuadrados de error 

SSR = Suma de cuadrados de la regresión 

a) Se plantean las pruebas de hipótesis para la regresión: 

Ho fl,=0,o 

f-11 ll1 ± ll1c, 
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Contra el estadístico de prueba 

to= ilL~LQ 

.JMSE /""' 

S1 ftol > tuJ" º _ 2 entonces se rechaza H0 y se establece que existe una relación 

lineal entre x y y. 

b) Se plantean las pruebas de hipótesis para la ordenada al origen: 

Ho: ~1 = ~o,o 
H, , !31 * l>o,o 

Contra el estadístico de prueba 

lo = lk:Jh.!l 
.JMSE (1/n + 0 IS,,) 

Si llof > t a/2, 0-2 entonces se rechaza la hipótesis nula. 

1 A4.2 Significación de la regresión. 

Este resulta ser un caso especial de las hipótesis planteadas para la pendiente: 
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Esta hipótesis se relaciona con la significación de la regresión. No rechazar H0 : 

p, =O equivale a concluir que no existe una relación lineal entre 5..::1 y. En otras 

palabras, el mejor estimador de y, para cualquier valor de x, es 9 = y. 

El procedimiento para probar la hipótesis nula es e! análisis de varianza para 

probar la significación de la regresión: 

Fuente de variación Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrados medros Fo 

Regresión MSR 

Error o residual n-2 MS, 

Total n-1 

Se rechaza He si Fo > Fa.. 1, ,_2 y se concluye que la regresión es altamente 

significativa. 

1.4.4.3 Prueba de falta de ajuste. 

Esta prueba se realiza con la finalidad de determinar si el modelo supuesto es 

correcto para ei analisis de los datos. 

Se plantean las siguiente hipótesis: 

Ho . El modelo se ajusta adecuadamente a los datos 

H, · El modelo no se ajusta adecuadamente a los datos 
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En esta prueba se consideran el número de repeticiones y los niveles de cada 

serie y se realiza el análisis de varianza correspondiente: 

fuente de vanación Cuadrados medios 

Falta de ajuste 

m = número de datos por serie 

n = número de repeticiones 

Grados de libertad 

n-m 

m-2 

Cuadrados medios Fo 

MSEP I MSFA MSFA 

MSEP 

Si Fo< Fa, o-m, m-2 se acepta Ha, es declf, que el modelo se ajusta adecuadamente 

a los datos. 

1 A.5 Coeficiente de determinación: 

Es un estimador del porcentaje de variabilidad de los datos que es explicada 

mediante el modelo y se calcula: 

Esta relación puede establecerse siempre y cuando la variable x sea aleatoria, de 

manera que x y y puedan considerarse vanables aleatorias conjuntamente 

distribuidas, entonces R constituye la correlación simple entre ellas. Sin embargo, 

el concepto de correlación no está definido s1 x no es una variable aleatoria. 
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11 METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

El desarrollo del expenmento se realizó en función de los Objetivos planteados, 

con el propósito de establecer !as condiciones óptimas de extracción, 

purilícación y cuantificación de las vitaminas, considerando las características 

fisicoquímicas de éstas y de la muestra seleccionada. 

La metodologia expenmental se divide en 5 etapas 

1. Condiciones cromatográflcas 

2. Calibración del equipo. 

3 Extracción y purificación de las vitaminas. 

4. Cuantificación de las vitaminas. 

5. Comparación de resultados para ácido fálico (Referencia AOAC) 

1. Condiciones cromatográficas. 

la separación cromatográfica se realizó en un equipo Beckman Gold System, 

con un módulo programable de solventes Modelo 126 y un módulo detector 

programable Modelo 126 operando en la región de UV a 254 nm. La 

separación se logró en una columna C1s marca Waters (250 x 4.6 mm D.\.) , 

empacada con Spherisorb ODS con partículas de 5µm de diámetro. La fase 

móvil o eluyente utilízado fue buffer de fosfatos (0.1N) - metano! (85:15, v/v), 

con hexanosu!fonatc de sodio 5rr1tvi a un flujo de 1.0 mlfmin. El voiumen de 

muestra inyectaao fue de 50 µI y todas las determinaciones de muestras se 

realizaron a temperatura ambiente 

Al final de cada serie de determinaciones, la columna se lavó con un gradiente 

de agua-metano! desde 1 oo:o hasta 50.50 para remover los residuos solubles 

y se almacenó en esta misma mezcla. 
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2. Calibración del equipo. 

La calibración del equipo se realizó mediante una curva estándar de las cuatro 

vitaminas, inyectada por triplicado, considerando las concentraciones de cada 

una de acuerdo a !as esperadas en ios extrac!OS de las muestras. 

La solución stock que contenía la tiamina, la riboflavina y la nicotinamida se 

preparó pesando los reactivos (monorntrato de tiamina, ribollavina, 

n1cotinamida y ácido fólico grado R.A Marca Roche) en balanza electrónica 

(marca Mettler-Toledo Mod. AG245) y disolviéndolos en agua destilada. En el 

caso del ácido fálico, la solución stock se realizó por separado, considerando 

los niveles en que se encuentra en la muestra. De esta solución, se tomaron 1 O 

mililitros y se añadieron al estándar de las otras tres vitaminas. Esta solución 

(conteniendo las cuatro vitaminas) se 11€vó a 100 mililitros en un matraz 

aforado para tener concentraciones de acuerdo a la siguiente tabla: 

Tabla 2.1. Concentraciones de las soluciones stock de los estándares. 

Compuesto Concentración lualml) 
Mononitrato de tiamina 7.8 
Riboftavina 4.5 
Nicotinamida 5.8 
Acidolólico 0.92 

De la solución anterior se tomaron diferentes alícuotas para preparar las 

soluciones de !a cur.:a de calibración. 

2.1 Curva de calibración. 

Se tomaron alícuotas de O, 1, 2, 3, 4 y 5 mi de solución stock y se llevaron a 5 

mi con agua para preparar las soluciones de trabaio y asi obtener las 

s1gu1entes concentraciones de cada vitamina: 
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Tabla 2.2 Concentraciones de la vitaminas en la curva estándar. 

¡ Solución [Agua 1 Concentración Concentración Concentración Concentración 1 

1 stock , (mi) tiamina riboflavina niacina ácido fólico 1 

! (m!) 1 1 lun/mii (µa/mil lun/mll lµa/mll 
1 

¡ 

1 

1 

o 5 o 1 o o o 
1 4 1.54 1.16 1 76 0.18 
2 3 308 1 2.32 3.52 0.37 
3 2 4.62 3.48 5.28 0.55 
4 1 616 1 4.64 7.04 0.72 
5 1 o 7.7 5.8 88 0.91 

Todas las soluciones se prepararon bajo luz tenue, como lo especifica la AOAC 

y fueron analizadas el mismo día de su preparación. 

3. Extracción y purificación . 

3.1 Muestra. 

Se preparó pesando 1 O g de harina de maíz fortificada y dispersando en 40 mi 

de agua a pH 5 y 45'C. 

3.1.1 Muestra con estándares. 

El estudio de recuperación se realizó añadiendo 5 mi de solución estándar 

preparada et mismo día a muestras setec-...cionadas a!eatoriamente, variando ias 

concentraciones de vitaminas para obtener un intervaio de 50-200o/o según la 

cantidad esperada en las muestras. 

3.1.2 Extracción y punficac1ón de las vitaminas. 

Se decidió realizar la extracción de las vitaminas por dispersión de la hanna de 

maíz en agua a 45 ºC y pH 5 y ag1tac1ó11 a 8000 rpm por \O m¡nutos La 

selección de esta técnica se debe principalmente al 1nconven1ente analítico que 
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representa el someter a las vitaminas y a la harina a condiciones extremas de 

temperatura y acidez (degradación de las vitaminas e hidrólisis de los 

componentes mayoritarios de la harina), además de que permite una mínima 

manipulación de la muestra simplificando la purificación de !os extractos . El 

equipo empleado en la extracción fue un homogeneizador marca IEC Modelo 

8049 a velocidad baja. Se lavó el homogene1zador con agua destilada a pH 5 y 

el lavado se mezcló con el extracto. Posteriormente se realizó una 

centrifugación a 10,000 rpm en centrífuga marca IEC Modelo HT durante 10 

minutos seguida de filtración en papel Whatman # 1. Una vez filtradas la 

muestras se llevaron a 50 mi con agua destilada a pH 5. Fue necesaria una 

segunda centrifugación en microcentrífuga marca IEC Modelo Centra-M en 

tubos eppendorf para obtener el extracto lo más claro posible. Las muestras y 

las muestras con estándares fueron filtradas a través de membranas de nylon 

de 0.22 µm de diámetro. Los extractos obtenidos presentaron mínima turbidez, 

siendo prácticamente incoloros. Este procedimiento se esquematiza en la 

fig.2.1. 

Todos los extractos obtenidos se almacenaron en frascos de vidrio de color 

ámbar para evitar posibles pérdidas y fueron analizados el mismo día de su 

preparación. 

4. Cuantificación de las vitaminas. 

4.1 Cuantificación. 

Para la cuantificación de vitaminas se seleccionaron 3 lotes distintos de harifta 

de maíz fortificada de la misma marca comercial adquiridos en diferentes 

tiendas de autoservicio. Cada lote fue homogeneizado a modo de que las 

muestras analizadas fueran representativas. 
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Pesar 1 O g de harina. Dispersar en agua a pH 5 y 45ºC. 
Mezclar a 8000 rpm en U!traturrax 10 min. 

Centrifugar a 1 O 000 
.rpm por 1 o min. 

Decantar sobrenadante y filtrar en 
papel. Aforar a 50 mi con agua 

destilada a pH 5. 

Centrifugar alícuota en microcentrifuga 
a 13 000 rpm por 5 min. 

Filtrar en membranas 
0.22 µm. 

·• 
Extracto claro. 

(almacenar en frascos ámbar en refrigeración) 

Figura 2. 1. Diagrama del procedimiento de extracción y clanficación 
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Cada extracto de muestra y cada extracto con estándar se inyectó por 

triplicado en el cromatógrafo. La cuantificación se realizó obteniendo el 

promedio de las áreas obtenidas para cada vitamina en cada muestra e 

interpolando estos valores en la curva estándar correspondiente. Una vez 

obtenida la concentración en el extracto, se hicieron los ajustes necesarios 

debido a las diluciones para la expresión de las vitaminas en mg I kg harina. 

4.2 Recuperación de estándares. 

El estudio de recuperación se realizó añadiendo diferentes concentraciones 

(50-200% del valor reportado en etiqueta) de tiamina, riboflavina, nicotinamida 

y ácido fólico a algunos extractos de muestra. El porcentaje de recuperación se 

calculó por diferencia de la cantidad encontrada en las muestras. 

5. Comparación de resultados para la determinación de ácido fólico por 

el método oficial microbiológico. 

Con el propósito de efectuar una comparación de los resultados producidos por 

el método simultáneo por HPLC con los del método oficial microbiológico 

AOAC 944.14 (Anexo 1 y fig. 2.2) para ácido fóilco, se realizó de manera 

paralela la cuantificación de éste y se efectuó el análisis de varianza de las 

medias para establecer si existen diferencias significativas entre ambos 

métodos. Este análisis es útil para vahdar el método desarrollado por 

comparación con el método estándar de referencia en términos de la 

confiabilidad estadística de los datos. 
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Ajustar extractos de 
muestra a pH 6.8 y 
diluir a 1 ng ácido 
fólico/ml. 

1 

Colocar de 1 a 5 
mi de muestra en 
tubos de ensayo 
con medio basal 
a pH 6.8. 

1 

Esterilizar tubos con 
muestra e inocular con una 
gota de cultivo de 
Streptococcus faecalis 
ATCC 8043. 

1 

Incubar tubos durante 72 
hrs a temperatura 
constante entre 30-40ºC 

1 

Titular cada tubo con 
NaOH 0.1N hasta pH 
6.8 e interpolar en 
curva estándar. 

1 

Calcularla 1 
concentración de 
ácido fálico en la 
muestra como mg 
ácido fólico/kg harina 

Fig. 2.2. Diagrama de cuant1ffcación de ácido tólico por el método 

m1crobio/6gico AOAC Reé 944.14. 
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111 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

1. Condiciones cromatográficas. 

Son varios los factores que afectaron la separación de las vitaminas, ya que 

son compuestos que por sus propiedades fisicoquimicas, se comportan de 

manera distinta en la columna y en el sistema "par iónico". 

a) pH. 

El pH de la fase móvil resultó ser un factor determinante en la 

separación de las vitaminas. Todas las vitaminas poseen grupos 

ionizables, y son estos quienes le proporcionan características ác1do

básicas. 

En el desarrollo del patrón de elución, se ensayó el intervalo de pH 2.8-

4. Cabe mencionar que desde pH 2.8 hasta 3.3, la elución es muy 

rápida (menos de 6 minutos para las 4 vitaminas), pero se presenta la 

coelución del ácido fólico y la ribofiavina (fig. 3.1). De manera adicional, 

la niacina eluye junto con el resto del extracto, es decir que se encuentra 

inmersa entre los compuestos que son menos retenidos y por lo tanto se 

dificulta la integración del pico por las diferentes señales que inciden en 

esta región. 

La mejor resolución se presentó en pH 3.5, como se observa en la 

fig 3.2. El efecto más significativo es la separación de el ácido fólico y la 

riboflav1na. mcrementándose el tiempo de retención de ésta última. Lo 

anterior puede atribuirse a un par iónico más efectivo que a valores 

menores de pH, ya que la 1onizac1ón del hexanosulfonato también 

resulta relevante 
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Fig. 3. 1 Elución de niacina, tiamina, ácido fó/ico y riboflavina en columna 

C1aa pH 3. 

b) Modificador orgánico y aditivos 

Se realizaron pruebas variando la concentración de metanol desde 1 O 

hasta 20°/o encontrándose el mejor patrón de elución al 15o/o No se 

observaron variaciones s1gn1ficat1vas en cuanto a la resolución de !os 
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Fig 3.2. Elución de niacina, tiamina, ácido fó/1co y ríboflavina en columna 

C1 8 a pH 3.5. 

picos aunque sí en los tiempos de retención, resultando menores en la 

mayor concentración (20°/o), aunque los picos correspondientes a 

niac1na y t1mina presentan menor resolución_ Con una concentración del 

15°/o, el resultado resultó ser óptimo, sin embargo los picos 
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correspondientes a las vitaminas más fuertemente retenidas aparecen 

ligeramente achatados. Esto pudo ser corregido mediante la adición de 

1 % de ácido acético y O 1 % de hidróxido de amonio, los cuales 

funcionan como aditivos de la fase móvil, proporcionando picos mejor 

definidos, además de amortiguar el pH de los estándares y las muestras 

inyectadas. 

Las condiciones para la detección simultánea de las cuatro vitaminas 

fueron las siguientes 

a) Longitud de onda. 

La longitud de onda se seleccionó mediante un barrido desde 240 hasta 

280 nm. Aunque las cuatro vitaminas ensayadas absorben dentro de 

este rango y poseen diferentes máximos de absorción, se encontró que 

a 254 nm la respuesta de las vitaminas resultó buena, con picos bien 

definidos y relativamente menores interferencias por otros componentes 

de la matriz. Este resultado coincide con lo reportado por Ótles y Hisil en 

1993. 

b) Flujo de la fase móvil. 

Se realizaron pruebas con diferentes flujos de fase móvil y se observó 

que al aumentar el ffujo las vitaminas eluyen más rápidamente, sin 

embargo, la resolución es menor y se acorta en gran medida la vida útil 

de la columna, pues aumenta mucho la presión y las separaciones cada 

vez resultan menos efectivas Por el contrario, reduciéndolo, la 

separación es mejor y no hay tanto daño a la columna. pero se extiende 

el tiempo de análisis y los picos pueden ensancharse dificultando un 

poco la 1ntegrac1ón de los mismos De las pruebas efectuadas se 
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estableció que el ftujo de 1 ml/min proporcionó buenos resultados en 

cuanto a la forma de los picos y al tiempo de retención de las vitaminas. 

2. Calibración del equipo. 

Los resultados de la curva estándar se muestran en las gráficas 

correspondientes de cada vitamina (Fig.3.3 Tiam1na, fig.3.4 ribofiavina, fig. 3 5 

niacina y fig. 3.6 ácido fálico). 

Dado que la concentración de cada vitamina en la harina es distinta, éstas 

concentraciones (reportadas en etiqueta) se consideraron para la elaboración 

de la curva, a modo de que los resultados del análisis de las muestras 

estuvieran dentro del rango establecido para cada vitamina. 

Cada punto de las curvas fue determinado por triplicado, obteniendo el 

promedio de cada grupo de datos y relacionándolo como variable de respuesta 

para la obtención de la ecuación de la curva. 
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Figura 3 3. Curva de ca/Jbrac1ón de tiamina en columna Sphensorb ODS por el método 

simultáneo por HPLC. 
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F1g 3 4 Curva de ca/1braoón de nboflavma en columna Sphensorb OOS por el rnétodo 

simultáneo por HPLC 
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F1g 3 5 CurVa de cat1brac16n de niacina en columna Spherosoro ODS por el método 
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F1g 3 6 Curva de cal1brac16n de ácído fóf1co en columna Spherosorb ODS por el método 

simultáneo por HPLC 
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3. Extracción y purificación. 

Para el análisis de muestras sólidas, el disolvente utilizado debe extraer de 

manera relativamente selectiva y cuantitativamente !os ana\itcs de \nte-rés, por 

lo que éstos deben ser solubles en él y no extraer compuestos que puedan 

interferir con el analis1s. 

La t1amina, la riboftavina, la niacina y el acido fálico en sus formas libres son 

extraídos por lo general en soluciones acuosas amortiguadas, principalmente 

por la alta sensibilidad que presentan a condiciones de pH extremas Puede 

decirse que todas son estables en el intervalo de 4-6. 

Se encontró que en el caso de la tiamina y Ja niacina, la extracción es 

relativamente más simple que la de riboflavina y el ácido fálico, principalmente 

porque son altamente solubles en agua a temperatura ambiente. En cambio las 

dos últimas vitaminas son poco solubles a temperatura ambiente, por lo que es 

necesario elevar la temperatura durante la extracción para su solubilización. 

Un gran inconveniente en la harina de maiz es que entre 50 y 60ºC el almidón 

que se encuentra presente (70% aproximadamente) comienza a solubilizarse 

absorbiendo el agua de la suspensión y formando suspensiones viscosas 

(gelatinización). Esto es un gran obstáculo para Ja extracción de Jas vitaminas, 

ya que por Ja absorción de agua puede darse el caso de que las vitaminas o al 

menos una fracción de las mismas queden atrapadas en la red que forman los 

gránulos de almidón gelatinizado y se dificulte la cuantificación. 

Por otra parte, al elevarse la temperatura en la extracción es inevitable que se 

extraigan además de las vitaminas otra sene de compuestos (proteínas, 

azúcares simples o pol1sacandos diferentes del almidón) que dificulten la 

purificación y I o la detección de los compuestos de interés, o bien que junto 

con la acidez del medio ocurra !a h1drólis1s de el mismo almidón y I o de las 
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proteínas. Esto podría ocasionar la aparición de una nueva serie de 

compuestos (mono y disacáridos. péptidos, etc.) que además de alterar las 

características fisicoquimicas del extracto y por lo tanto complicando la 

purificación, seguramente dificultarán la detección de las vitaminiis. sin 

mencionar la probable pérdida (degradación) de las mismas. 

Por estas características tan particulares tanto de la muestra como de las 

propias vitaminas, y aprovechando el hecho de que éstas se encuentran en 

sus formas libres, se estableció un control estricto de la temperatura y del pH 

de extracción. Con esto se logró que la gelatinizac1ón del almidón ocurriera en 

una proporción mínima y que no se vieran afectadas las concentraciones de 

los analitos de interés por valores de pH extremos. Por otra parte, como se 

esperan concentraciones bajas de las vitaminas, el volumen de agua de 

extracción debería ser suficiente para extraerlos, pero evitando una gran 

dilución que dificulte la posterior detección y cuantificación. Todas las 

extracciones se realizaron en 50 mi de agua (volumen final aforado), que fue 

suficiente para dispersar la muestra y permitir la extracción. 

Se encontró que una gran ventaja del método de extracción con 

homogeneizador es que aunque se realizó a la velocidad más baja, la agitación 

es tal, que junto con la temperatura se forma un sistema de extracción continua 

muy efectivo para los compuestos hidrosolubles. Adicionalmente ocurre la 

subdivisión de las partículas de harina, lo que hace que las vitaminas estén 

más disponibles para su solubilizacrón y se tengan mejores recuperaciones. 

A pesar de que en la literatura se reportan purificaciones en preco\urnnas o en 

cartuchos C 18 por el exceso de constituyentes de la matriz (Lavigne, 1987, 

Yamanaka, 1996), en el método desarrollado, la punficac1ón se realizó 

únicamente por filtración del extracto Para esto se consideró como aspecto 

importante el diámetro aproximado de los gránulos de almidón (25-30 ¡tm) para 

que el poro de la membrana empleada fuera menor que éste. 
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Lo anterior coincide con los métodos propuestos por Albalá-Hurtado en 1997 y 

Chase y col. en 1992, en los cuales los extractos fueron únicamente 

centrifugados y filtrados_ El resultado fue un extracto prácticamente 

transparente e incoloro. Además, debido a la concentración de la vitaminas en 

la muestra y a la proporción en que se encuentran respecto a los demás 

componentes, el realizar otro paso de purificación o concentración 

seguramente tendria repercusiones en la cantidad detectada asi como en los 

porcentajes de recuperación, los cuales se muestran el la tabla 1 

Estadisticamente, para que la evaluación de una caracteristica dada de una 

muestra (en este caso la recuperación y la concentración de las vitaminas en la 

muestra) en un experimento resulte representativa de la población, deben 

realizarse entre 7 y 30 repeticiones dependiendo de si se conoce o no la 

dispersión promedio de esa característica en particular. En el caso de la 

cuantificación de vitaminas hidrosolubles por HPLC no existe una referencia 

estándar contra la cual se pueda determinar el número de repeticiones, por lo 

tanto se estableció en 15, que es generalmente el mínimo recomendado para 

cualquier experimento, ya que proporcionan la información necesaria para el 

análisis de los datos. 

Tabla 3.1. Porcentajes de recuperación de vitaminas en harina de maíz 

fortificada. 

Compuesto 
1 

Recuperación" (%) 

Tia mina 1 9619±554° 
Riboflavina 1 91 26 ± 5 02º 

, Niacina 
------, ---- ·95 40 ± 1-ii,,-----

~ ' -, Ac1do folleo 

a= promedio de 15 repeticiones 

b:::: desv1ac1ón estándar 

93 26 ± 2 85° ·- --------- -
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Como se puede observar, las recuperaciones de las cuatro vitaminas superan 

el 90 por ciento y tos valores más altos corresponden a la tiam1na y a la 

n1acina, lo cual puede deberse a su alta solubilidad en soluciones acuosas 

amortiguadas. 

Estos resultados coinciden de manera aceptable con los obtenido por Albalá

Hurtado y col. (1997). Los porcentajes de recuperación fueron de 980/o, 890/o, 

98% y 79% para niacina, tiamina, riboftavina y ácido fól1co respectivamente. 

Este resultado para el ácido fólico puede explicarse por probables pérdidas por 

el tratamiento ácido excesivo de la muestra y la sensibilidad que este 

compuesto presenta ante la acidez, situación que se evitó en este trabajo y que 

recae directamente en la cuantificación de esta vitamina. 

4. Cuantificación de vitaminas. 

La muestra ensayada (harina de maíz fortificada) fue extraída y purificada 

conforme al método descrito en la metodologia. Como se mencionó 

anteriormente, e! extracto obtenido resultó prácticamente incoloro y 

transparente. Un cromatográma típico del análisis de la muestra se presenta en 

lafig.3.7. 

Se evaluaron tres lotes distintos de una harina comercial de la misma marca, 

sin embargo los datos reportados pertenecen únicamente al último lote 

ensayado, ya que las cantidades de cada vitamina variaron de uno a otro de 

manera considerable, muy probablemente debido a la técnica de 

homogeneización de la harina con la premezcla de enriquec1m1ento 

Esta situación de variabilidad entre lotes puede interferir de manera importante 

en la d1spers1ón que presenten los datos obtenidos, y por lo tanto no ser 

representativa de la población y proporcionar datos erróneos al realizar el 

anál1s1s estadístico 
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Fig. 3. 7 Cromatograma de niacma, tiamina, ácido fófico y nbof/avina en extracto de harina de 

maíz en columna C1B. 

Las cantidades detectadas de cada vitamina se muestran en la tabla 3.2on las 

siguientes de acuerdo a lo reportado en etiqueta. 

Tabla 3.2. Comparación de valores ensayados y reportados en etiqueta. 

Vitamlna 

Niacina 
Tia mina 
Riboflavina 
Ácido fólico 
Ácido fólico (AOAC) 

Vaior ensayadoª' 
(mg/kg harina) 

26 45±1.4° 
2.66±0.2' 
1.99±0.11º 
1.72±0 076b 
1.58±0 153b 

a= promedio de 15 determtnactones 

b = desv1ac1ón estándar 

Valor en etiqueta 
(mg/kg harina) 

28 
3.97 
2 
05 
0.5 
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Como se puede observar en la tabla anterior, los resultados obterndos 

coinciden únicamente en el caso de la niacma y la riboílavina. La cantidad de 

n1ac1na muy probablemente corresponda al contenido original liberado durante 

la n1xtamalización, ya que la cantidad promedio de esta vitamina en las 

diferentes variedades de maíz es precisamente 28 mglkg (Karmas y Hams, 

1975), por lo que podría no ser necesaria su adición en el proceso de 

fortificación. 

Sin embargo, aunque el proceso alcalino de rnxtamal1zac1ón libera a la niac1na 

de su interacción con proteínas, no garantiza su absoluta disponibilidad, puesto 

que no hay manera de comprobar si aún después del proceso existe un 

residual asociado a la matriz proteica, o bien s1 la cantidad total de rnacina 

encontrada corresponde al contenido bruto o sólo una fracción de ésta y el 

resto es adicionado 

. En otras palabras, no hay manera de discriminar si la cantidad de rnacina 

cuantificada en la harina pertenece al contenido total de esta vitamina en el 

maíz o bien este contenido se completa o ajusta mediante la fortificación. 

En el caso de la tiamina, la cantidad detectada resultó menor que la reportada 

en etiqueta y que el límite mínimo permitido para este bpo de productos, lo cual 

puede deberse a un mezclado deficiente de la harina o bien a una pérdida 

durante el proceso o durante el almacenamiento. 

ta estabilidad de las formas iónicas de esta vitamina esta sujeta a factores 

como la humedad, la temperatura y la cantidad de luz presentes en el medio. 

Cons1derándo el empaque de la harina (generalmente papel tipo kraft) y la alta 

higroscopia de la harina, pueden encontrase probables causas de la pérdida 

de la tiamina, por ejemplo, la porosidad de este tipo de empaques que aunque 

no es elevada, ciertamente permite el 1ntercamb10 de humedad y en cierto 

grado el paso de luz La comb1nac1ón de estos factores puede ocasionar la 
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eventual desestabilización de ta vitamina y por to tanto ta pérdida de su 

actividad biológica. 

En el caso del ácido fálico, ta cantidad cuantificada resultó muy superior a !a 

reportada en etiqueta y a ta máxima establecida para la harina. 

Este exceso al igual que ta deficiencia en et caso de ta tiamina puede atribuirse 

a un mal mezclado o bien a una sobredosis adicionada intencionalmente para 

asegurar ta concentración considerando tos factores que afectan ta estabilidad 

de ta vitamina (sensibilidad a la luz, aire, por ejemplo) 

Por otra parte, en 1999, Konings reportó 40 µg de ácido fálico /kg de harina 

entera. De este dato, se puede deducir otra posibilidad: que et ácido fálico 

presente en et maíz no se pierda completamente durante ta nixtamatización y 

ta cantidad cuantificada sea ta suma del remanente y el adicionado en ta 

premezcta. 

5. Validación estadística. 

5 .1 Con la finalidad de evaluar la confiabilidad de la cuantificación de cada 

vitamina, se evaluó la exactitud, ta precisión (como repetibilidad y 

reproducibilidad), y linealidad para cada una de tas vitaminas. Los resultados 

de cada estimación se presentan en ta tabla 3.3. 
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Tabla 3.3 Tabla de estimadores estadísticos para la validación del 

método. 

j Estimación Tiamina Niacína Ríboflavina ¡ Acido fólico 
' 
1 %Recuperación 1 96.19 

1 

95 4 1 91 26 93 26 
i 

5.54 171 5 02 2.85 

' 

¡ 

' 
; Desv. Estándar i 
i Coeficiente de vanaclón 5 76 1.8 55 3 05 -1 

Error absoluto (95o/o) i (-1 516,0 684) (·1016,0244) (-0.321,0 023) (-0 576, .096) : 

: Lrnealídad ' i 
1 1 

) Fca1c (Ftab1as) 563 42 (4 67)' 3704 3 (4 67) 2812.5 (4.67) ¡sos 61 (4 67) i 
IW o 9774 0.9965 

1 
0.9956 ' o 9856 

'Vanación por dia-extracc1ón No No No No 
' j(95%) 1 significativa 1 significativa s1gn1ficat1va s1grnficat1va 

! Vananza máxima 8 1 6.25 74 
1 

42 

Ver Anexo 2 . Tratamiento estadístico de los datos. 

En la tabla anterior se pueden observar claramente los estimadores 

estadísticos de los parámetros evaluados en la validación del método 

(exactitud, linealidad y precisión). De esta tabla se desprende el siguiente 

análisis: 

a) Aunque la desviación estándar y el coeficiente de variación son buenos 

estimadores de la dispersión que presentan los datos, es arriesgado 

establecer el nivel de confiabilidad de los mismos en función de estos dos 

parámetros, ya que existen muchas variables que !os afectan y que no son 

consideradas, por !o que es necesano establecer ,pierios criterios respecto 

al tratamiento de los datos. 

b) El intervalo establecido de error absoluto es un estimador altamente 

representativo de la exactitud del método de recuperación, ya que el hecho 

de que contenga el valor de cero implica que el error en \a recuperación 

puede tomar este valor Estos resultados más que proporclonar informactón 

acerca del grado de d1spers1ón, son Jt1!es para establecer los límites dentro 

1 

1 
1 
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de los cuales se encuentra el valor real del porcentaje de recuperación de 

las vitaminas con un 95 % de confiabilidad. 

c) En cuanto a Ja linealidad de los datos, se encontró que dentro de !os 

intervalos ensayados para cada vitamina la respuesta es lineal (según el 

estimador F de la distribución normal al 95% de conliabilidad), es decir que 

existe una correlación altamente significativa de las variables (Cantidad 

adicionada y cantidad recuperada). De igual manera se estableció con el 

coeftc1ente de determinación (R2
) que el modelo explica satisfactoriamente 

la variabilidad de los datos. 

d) Respecto a la prec1s1ón del método de recuperación son dos los aspectos 

que se evalúan: reproducibilidad y repelibilidad. 

• Reproducib1lidad: Se consideraron la extracción y el día en que ésta 

fue realizada como variables de efectos aleatorios para evaluar la 

reproducibilidad y se encontró que ninguno de los dos efectos ni la 

interacción que pudieran tener alteran significativamente la 

confiabilidad de los datos. Se seleccionaron estas variables para 

evaluar que tanto pueden afectar las condiciones independientes 

(medio ambiente, por ejemplo) y las dependientes (manipulación de 

la muestra y del equipo) dado que pueden ser fuentes de error 

considerables. 

• Repetib11idad: Con este parámetro se establece !a máxima 

vanabil1dad que permite el método, es decir, al considerar el error 

_absoluto de las determinaciones y la variabilidad máxima en los 

datos obtenidos bajo esas condiciones, se puede vahdar e\ método. 

En este método se pudo establecer la vananza máxima para cada 

vitamina, que como se puede observar en la tabla es en todos los 

casos menor a 1 O, lo que implica que cualquier sene de datos 

obtenida por este método no debe rebasar el máxtmo de varianza 
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calculado por el estimador Q de la distribución normal. Por lo tanto 

queda establecida la precisión del método por debajo de este valor. 

5.2 Comparación estadística de recuperación por el método simultáneo 

por HPLC y por el método microbiológico AOAC para ácido fólico. 

Con la finalidad de establecer si existe diferencia entre los porcentajes de 

recuperación y de cuantificación de ácido fálico por el método microbiológico 

AOAC y el simultáneo por HPLC, se realizaron determinaciones simultáneas 

de 8 extracciones diferentes por ambos métodos. Los resultados se encuentran 

en la tabla 3.4 

Tabla 3.4. Porcentajes de recuperación de ácido fól1co por el método 

microbiológico AOAC y el simultáneo por HPLC. 

Extracción ºlo recuperación % recuperación 

Método simultáneo métodoAOAC 

93.33 107.1 

2 96.25 105 

3 90 9112 

4 94.58 90.8 

5 92.5 74 8 

6 95.5 7544 

7 94.75 79.21 

8 87 75 93.33 

Promedio 93.84 89.6 

Desviación estándar 2 11 12 47 

Vananza (s2
) 4 46 155 51 

o 8 8 

Como es evidente en la tabla anterior, los datos obtenidos por el método 

simultáneo presentan mucho menos d!spers1ón que los obtenídos por el 
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método microbiológico, aunque esto no es tan notorio en el porcentaje de 

recuperación. 

Para comprobar la diferencia entre Jos datos, se realizó Ja estimación de to que 

es el estadístico de prueba para la comparación de medias y el parámetro para 

establecer la diferencia entre las mismas. 

• Pruebas de hipótesis: 

Ho: µ1 = µ1 

H1 µ1 * µ2 

Sp2 = ((7)4.46 + (7) 155.51/14 = 79.98 

Sp = 8.94 

to= 93.84 - 89.6 t 8.94 ..¡ 1rr + 1rr 

lo= 251.36 

El valor to estimado se compara contra to 025. "= 2.145 

Como to > to 025.1• se rechaza la hipótesis nula y se concluye que existe 

diferencia significativa entre los porcentajes de recuperación y por tanto entre 

los métodos 

Es evidente que el método simultáneo por HPLC presenta claras venta1as 

respecto al oficial para el caso especifico de hannas fortificadas, ya que no 

solo el porcentaje de recuperación es me¡or, stno que además presenta menos 

d1spers1ón, por tanto aunque los porcentajes de recuperación no difieran 
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significativamente, si existe evidencia de que el método oficial es menos 

preciso, exacto y reproducible. 

Esta diferencia en relación a los niveles tanto de cuantificación como de 

recuperación se explica mediante los diversos factores que pueden alterar los 

resultados. 

Por tratarse de una determinación m1crobiológ1ca, el método oficial está sujeto 

de alguna manera a las condiciones en las que actué el microorganismo, como 

la fonma en que se presenta la vitamina y la respuesta que tenga frente a ésta, 

sustancias estimulantes o depresoras del crecimiento presentes en el alimento 

y baia especificidad por las formas vitamínicas. Otros !actores expenmentales 

importantes son los asociados con el manejo de la muestra, como podría ser el 

grado de dilución, que para este ensayo debe llegar al orden de ng ácido fólico 

por mililitro lo que implica una importante fuente de error ya que se debe diluir 

cerca de 10,000 veces la solución problema. 

Por otra parte esta determinación es complicada por el manejo de los 

microorganismos y consume mucho tiempo (3 días de incubación) respecto al 

método propuesto en este estudio. 

En este sentido, la cuantificación por el método simultáneo por HPLC 

propuesto presenta ventajas evidentes en el caso de las harinas, como son la 

rapidez de! análisis, la relativa faciiidad de preparación de la muestra y la 

determinación de las demás vitaminas en un mismo análisis. En lo relativo a la 

precisión, exactitud, sensibilidad y reproducibilidad de los datos obtenidos 

presenta grandes ventajas, no sólo para el ácido fálico, sino también para las 

otras vitamrnas presentes en la harina. 

57 



Conclusiones. 

• El esquema analítico propuesto ofrece una alternativa analítrca que 

mostró venta1as significativas en relación a los métodos oficiales que 

pueden resultar poco específicos según la naturaleza de la muestra. 

• la extracción en condiciones de baja acidez (pH 5) y temperatura 

media (45'C) en harma de maíz proporciona porcentajes de 

recuperación supenores al 90o/o en el caso de las cuatro vitaminas 

ensayadas, con una mínima degradación de !as mismas en el caso 

de productos fortificados. Además se minimiza la geleatinización del 

almidón o la hidrólisis del mismo disminuyendo las interferencias. 

• El método es lineal dentro de los límites establecidos para cada 

vitamina y de manera adicional existe una alta correlación de las 

variables en el método de recuperación. 

• Se estableció que el método es repetrble con una precisión o 

desviación estándar relativa del 6.25%, 8.1 %, 4.2% y 7.4% para 

niacina, tiamina, ácido fálico y riboftavina respectivamente. 

• Se encontró que no existen efectos significativos por extracción y día 

y la interacción posible de ambas variables como estimación de la 

prec'.sión (reproducibilidad del método) con un 95% de confiabilidad. 

• El método propuesto presenta como ventajas la cuantificación 

simultánea de cuatro vitaminas h1drosolubles, la reducción del tiempo 

de análisis, espec1fic1dad, precisión y exactitud satisfactoria respecto 

a !os métodos trad1c1onales 
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• Los resultados obtenidos mediante la metodologia propuesta para el 

ácido fólico presentan mayor precisión, exactitud, sensibilidad y 

reproducibilidad que los obtenidos mediante el método oficial 

microbiológico AOAC Ref. 944.14 para las harinas de cereales 

fortificados. 

• Por la baia cantidad en la que están presentes las vitaminas en 

productos fortificados con premezclas vitamínicas, es de suma 

importancia la homogeneización de los lotes para la obtención de un 

producto estandarizado. 

• El método desarrollado puede aplicarse a productos fortficados que 

contengan las vitaminas hidrosolubles ensayadas u otras con 

características similares. 
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ANEX01. 

Determinación de ácido fó!ico. Método microbiológico. AOAC 944.14; Ref. 45.2.03 

· Reactivos: 
Medio líquido: Caldo Lactobacilli AOAC, Laboratorios Difco. 
Medio sólido: Agar Lactobacillí AOAC, Laboratons D1fco. 
Medio Basal: Cualquier medio basal comercial. 
Solución de NaOH 0.1 N· Disolver 4 g de NaOH en agua, enfriar y aforar a 1 lt 
Solución estándar de ácido fólico: Preparar stock pesando 50 mg de ácido 
fálico y disolver en 30 mi de NaOH 0.01 N, añadir agua a 300 mi, a¡uastar a pH 
7 -8 con HCI y diluir con agua a 100 µglml exacto Almacenar en oscuridad a 
10ºC 
Sol. trabajo: Diluir un volumen conveniente de solución stock a una 
concentración aproximada de 1-4 ng de ácido fólico/ml. Prepara cada ensayo. 
lnóculo: Transferir células de Streptococcus faecalis ATCC No 8043 de cultivo 
stock a un tubo estéril con 10 mi de medio liquido. Incubar de 6-24 horas a 
cualquier temperatura entre 30-40 °C. Ba10 condiciones asépticas, centrifugar y 
decantar sobrenadante. Lavar las células con 3 porciones de 1 O mi de solución 
NaCI 0.9% estéril. Resuspender en 1 O mi de NaCI O 9%. Esta suspensión es el 
inóculo. 

Solución de ensayo: Colocar una cantidad conocida de muestra en un vaso y 
añadir agua igual en mi a 10 veces el peso de la muestra seca en gramos.; la 
solución resultante debe contener <1.0 mg de ácido fólico/ml. Añadir el equivalente 
1 2 mi de NH.OH (2+3) por cada 100 mi de líquido. Si la muestra no es soluble, 
isperse en líquido y agite vigorosamente, lavando las paredes con NH40H 0.01N. 
~locar en autoclave 15 mina 121-123ºC, enfriar. Diiuir a volumen conocido con 
ua y filtrar. Tomar alícuota, añadir agua, ajustar a pH 6.8 y diluir con agua a un 
umen que contenga por mi, ácido fólico equivalente a la solución estándar. 

icedimiento: 
'reparar tubos que contengan solución estándar por duphcado: O.O (blanco sin 
óculo). O.O {blanco inoculado), 1, 2, 3, 4 y 5 mi de solución estándar. 
eparar tubos con solución de ensayo por duplicado: 1, 2, 3 y 4 mi. 
ndos los tubos añadir agua a 5 mi. Añadir 5 mi de medio basa! y mezclar. 
1rir los tubos y esterilizar 10 min. Enfnar rápidamente. 
'ular cada tubo, excepto un par de duplicados con O.O mi de solución 
1dar, con una gota de inóculo. Incubar 72 horas a cualquier temperatura 

30 v 40 •c. 
'e! contenido de cada tubo con NaOH 0.1 N, usando azul de bromotimol, 
1 6.8 con potenciómetro 
· los resultados s1 la respuesta del blanco inoculado es <1 5 mi a la del 
sin inocular La respuesta al nivel de 5 mi de solución estándar debe ser 
>nte a una t1tulac1ón de 8-12 mi 
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Curva estándar: Graficar mi de NaOH 0.1 N gastados en cada nivel de solución 
estándar contra la cantidad de estándar de referencia contenida en los 
respectivos tubos. 
Determinar Ja cantidad de vitamina para cada nivel de solución de ensayo 
interpolando en la curva. Descartar cualquier resultado de titulación equivalente 
a <0.5 mi o> 4.5 mi respectivamente de solución estándar 
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ANEX02. 

Tratamiento estadístico de los datos. 

A) T1amina. 

A 1. Exactitud. 

Para la evaluación de la exactitud del método. se h1c1eron recuperaciones entre 

el 50% y el 200% aproximadamente de la cantidad de tiamina reportada en 

etiqueta. Los resultados se muestran en la tabla a 1. 

Tabla a1. Porcentaje de recuperación de tiamína 

µg ad101onados µg recuperados º/o recuperacrón Error % Error 

/ 10 g hanna absoluto 

2.4 2.47 102 92 007 2 92 

24 2.5 10417 01 417 

24 2.21 92 08 -O 19 -7 98 

5 4.56 91.2 -O 44 -8.8 

5 5.32 106.4 032 6.4 

5 5.02 100.4 0.02 0.4 

5.2 4.74 91.15 -0.46 -8.85 

9.1 8.58 94.29 -0.52 -5.71 

9.1 9.08 99.78 - -0.02 -0.22 

11 10.55 95.91 -0.45 -4.09 

11 10.11 91 91 -O 89 -8 09 

11 10.98 99 82 -O 02 -O 18 

13.8 12 55 90 94 -1 25 -9 06 

13 8 12 54 90.87 -1 26 -9 13 

13 8 12 55 90 94 -1 25 -9 06 

Promedio 96.19 -O 416 -3 82 

Desv1ac1ón estándar (s) 5 54 o 512 5 54 

N = 15 N-1 = 14 

Estad1st1co de prueba lcc:-5 14 ~. 2 15 

Nivel de s1gnificanc1a ==u = O 05 
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A 1.1 Cálculos. 

-
LSx (Llx) = x ± Sx t (112u, n-íJ Para o/o recuperación 

-
LSea (Llea) =ea± Sea t (1!2u, n-1) Para error absoluto 

LSe (Lle) =e± Set (1/20:, n-1) Para o/o error 

LSx (Llx) = 96.19 ± 11 91 O bien 

LSeo (Lleo) = -0.416 ± 1.1 O b·1en 

LSe (U,)= -3.82 ± 11.91 o bien 

A 1.2 Conclusión 

(LSx, U,)= (84.28%, 108.1%) 

(LS,,, U,,)= (-1.516, 0684) 

(LS,, LI,)= (-15.73%, 8.09%) 

Si se considera que en el intervalo de confianza al 95% están incluidos el 

100% y el 0% para el porcentaje de recuperación y para el porcentaje de 

error respectivamente, se concluye que el método está validado en términos 

de su exactitud, ya que la desviación o error de los datos respecto al valor 

real puede ser nula. 

A2. Linealidad. 

Para evaluar la relación entre la variable independiente (µg adicionados) y 

la variable dependiente (µg recuperados) se recurrió al análisis de 

linealidad, utilizando para e!!o !os va!ores de !a tabla a1. 

Modelo ajustado· 

y= 7 58 + 0.8093 (x - 8) 

Y el modelo en términos de la 1ntersecc1ón angina! para evaluar errores· 

y = 1 1 096 + O 8093x 
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En esta ecuación se sustituyen los valores de cada x y con cada valor de y 

ajustado se obtiene los errores o residuos, la suma de sus cuadrados y la 

suma de cuadrados de la regresión. 

SS,= 3 92 

SSR = 169.815 

Syy = 173.734 

Se establecen las pruebas de hipótesis para la pendiente y la ordenada al 

origen. 

Pendiente: 

Ha: j)¡ ~ J>1.o 

H,: J)1 ,. J>1,o 

Con estas hipótesis se realiza la prueba de falta de ajuste y de significación de 

la regrestón. 

a) Significación de la regresión. 

Ha: J>1 ~O 

H,: j)1 ,. O 

Cuadro de anállsis de varianza . 

Fuente de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Grados de tlbertad 

Regresión 

Error 

Total 

169815 

3.92 

173 73 

13 

14 

Cuadrados 

medios 

169 815 

0.3014 

Fo F,,13,oss 

563 42 4 67 
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Como F, > F1.13.ogs se rechaza Ho, por lo tanto, la regresión es altamente 

significativa. 

b) Prueba de falta de ajuste 

Ho: El modelo se a1usta adecuadamente a los datos 

H, El modelo no se a1usta adecuadamente a los datos 

Tabla de falta de ajuste. 

Fuente de 

vanaaón 

Error puro 

Falta de ajuste 

Error total 

Suma de 

cuadrados 

6.53 

-2 612 

173 73 

Grados de hbertad 

9 

3 

12 

Cuadrados 

medios 

0.725 

-0.87 

Fo os,3.9 

-12 3.86 

Como F, < F1.13,095 se acepta Ho, por lo tanto, el modelo se ajusta 

adecuadamente a los datos. 

c) Coeficiente de determinación. 

R2= SSRISyy = 169.8151173.734 = 0.9774 

El 98% de la variabilidad de los datos es explicada por el modelo .. 

d) Intervalos de ccnfianza del 95% para la pendiente y la ordenada al origen. 

e Pendiente: 

1 1096±2 16..JO 3014((1/15)+(64/259 26) = 

= 1.1096 ± 0.0193 

69 



• Ordenada al origen 

0.8093 ± 2.16,/0.3014/259.26 = 

= 0.8093 ± 0.03 

La elaboración de estos intervalos de confianza tiene un propósito predictivo, 

ya que si se desea inferir acerca de otros porcentajes de recuperación fuera de 

los ensayados puede recurrirse a ellos, con la incertidumbre establecida en el 

modelo 

A3. Precisión 

A3.1 Reproducibilidad 

Con la finalidad de determinar el efecto de ia extracción ,el día en que fue 

realizada y la posible interacción entre estas variables como medida de la 

reproducibilidad en las determinaciones hechas por el método, se realizo el 

análisis de varianza correspondiente, haciendo para esto recuperaciones de 

la cantidad etiquetada en dos días diferentes y con dos extracciones 

diferentes. Los resultados se presentan en la tabla a2. 

Tabla a2 Datos de recuperación de estándar de tiamina pordfa y extracción. 

Extracción 1 Extracción 2 

95.25 97.43 

Día 1 94 58 100 

94 54 87 1 

89 32 102 46 

Dia 2 105 82 92 68 

97 54 87 6 
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Tabla de análisis de varianza (dos factores aleatorios) 

Fuente de Cuadrados 

vanac1ón medios 

Día 3.56 

Extracción 8 

Interacción 20.1 

Error 332 55 

Grados de 

libertad 

1 

8 

Cuadrados 

medios 

3.56 

8 

20.1 

41 57 

Región crítica unilateral a nivel de significancia a~0.05. 

Fca1x< F1"U entonces: 

Fca1c0 < Fo., (día) 

Fca1cE < Fo_95 (extracción) 

FcaicDE e: Fogs (interacción día-extracción) 

Fo 

o 177 

0.398 

0483 

161 45 

161 45 

5.32 

Conclusión: Siendo menores los estimadores F calculados de distribución 

normal que los respectivo de tablas, se concluye que no existen efectos por 

extracción, día o la interacción que éstos tengan, por lo que se deduce que 

el método es preciso (reproducible). 

A3.2 Repetibilidad. 

Con la finalidad de conocer la coricordancla de !os valores expenmer:tales 

alrededor del valor verdadero se hizo la evaluación de la repetibilidad 

utilizando para ello los valores del porcentaje de recuperación x 
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s = 5.54 

s,2 = 30.69 

SS,= 429.6 

X2
o.975,14 = 5.63 

X2
002s,14 =26.12 

x2
o 95,14 = 6.57 

intervaio de confianza para rl al 95o/o: 

LS = 429.6/2612 = 16 44 

ll = 429.6/5.63 = 76.3 

Asumiendo que el coeficiente variación es menor a 8.1 : 

Q = SSJacf = 429 6 / 65.61 = 6.55 

Como Q < z2o 9s.14 se rechaza la hipótesis nula al nivel de 5% de 

signilicancia y se concluye que el método está validado en términos de su 

precisión. 
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B) Niac1na. 

B.1 Exactitud. 

Para !a evaluación de la exactitud del método, se hlcleíon ¡ecupeiaciones entre 

el 50% y el 200% aproximadamente de la cantidad de niacina reportada en 

etiqueta. Los resultados se muestran en la tabla b1. 

Tabla b1. Porcentaje de recuperación de niacina. 

µg adicionados µg recuperados º/o recuperación Error ºlo Error 

/10 g harina absoluto 

5 4 75 95 -0.25 -5 

5 4 79 95.8 -0.21 -4.2 

5 4.88 97.6 -O 12 -2.4 

52 5.02 9654 -0.18 -3.46 

5.4 5.2 96.3 -0.2 -3 7 

7.1 6.58 92.68 -0.52 -7.32 

7.1 6 76 95.21 -0.34 -4 79 

8.2 7 86 95.85 -0.34 -415 

8.2 798 97 32 -0.22 -2.68 

10.5 9.84 93 71 -O 66 -6.29 

10 5 10.24 97 52 -0.24 -2.48 

10.5 10 11 96.29 -O 39 -3.71 

11 10 4 94.55 -0.6 -5 45 

11 1028 93.45 -0.72 -6 55 

11 10.2 92.73 -0.8 -7 27 

Promedio 95 4 -O 386 -4 60 

Desv1ac1ón estándar (s) 1 69 o 212 1 69 

N=15, N-1=14 

Estadístico de prueba 4J 005 14 = 2 977 

Nivel de s1gr:1ficanc1a = (t = O 01 
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81.1 Cálculos. 

LSx (U,)= x ± s, t (112n. 0.1¡ Para% recuperación 

-
LSea {Llea) = ea± Sea t (112a, n-1) Para error absoluto 

-
lSe (Lle)= e± Set \~12a, n-1} Para º/o error 

LS, (LI,) = 95.4 ± 5 03 o bien 

LSea (LI,,) = -O 386 ± O 63 O bien 

LS, (LI,)= -4.6 ± 5 03 o bien 

81 .2 Conclusión 

(LS,, LI,)= (90.37%, 100 43%) 

(LSea, LI,.)= (· 1 016, 0244) 

(LS,, Lle)= (-9 63 &, 0.43%) 

Si se considera que en el intervalo de confianza al 95% están incluidos el 

100% y el 0% para el porcentaje de recuperación y para el porcentaje de 

error respectivamente, se concluye que el método está validado en términos 

de su exactitud, ya que la aproximación implica que la desviación o error de 

los datos respecto al valor real puede tomar el valor de cero o bien ser nula. 

82. Linealidad. 

Para evaluar la relación entre la variable independiente (µg adicionados) y 

la variabie dependiente (µg recuperados) se recurnó al análisis de 

linealidad, utilizando para ello los valores de la ~abla b1. 

Modelo ajustado 

y = 7 66 + 0 933 (X - 8 05) 

y el modelo en términos de la 1ntersecc1ón original para evaluar errores 
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y= 0.147 + 0.933x 

En esta ecuación se sustituyen los valores de cada x y con cada valor de y 

ajustado se obtiene los errores o residuos, la suma de sus cuadrados y la 

suma de cuadrados de la regresión. 

SS,= O 272 

SSR =7779 

s,, = 78.06 

Se establecen las pruebas de hipótesis para la pendiente y la ordenada al 

origen. 

Pendiente: 

Ho: P1 = P1.o 

Hi: 01 * 01,0 

Con estas hipótesis se realiza la prueba de falta de ajuste y de significación de 

la regresión. 

~ a) Significación de la regresión. 

Ho: 01 =O 

H,:P1*0 
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Cuadro de análisis de varianza . 

Fuente de 

variación 

Regresión 

Error 

Total 

Suma de 

cuadrados 

77 79 

o 272 
7 8 06 

Grados de libertad 

13 

14 

Cuadrados 

medios 

77 79 

o 021 

Fo F,.is.095 

3704.3 4.67 

Como Fo > F1.13.o 95 se rechaza H0, por lo tanto, la regresión es altamente 

significativa. 

b) Prueba de falta de ajuste 

H0: El modelo se ajusta adecuadamente a los datos 

H1: El modelo no se ajusta adecuadamente a los datos 

Tabla de falta de ajuste. 

Fuente de 

vanación 

Error puro 

Falta de aiuste 

Error total 

Suma de 

cuadrados 

2.89 

-2.63 

0.26 

Grados de libertad 

9 

4 

13 

Cuadrados 

medios 

0321 

-O 656 

Fo Fo05,4,9 

-2 044 3.63 

Como F 0 < Fo os.4.9 se acepta Ho, por lo tanto, el modelo se ajusta 

adecuadamente a los datos 

c) Coeficiente de determ1nac1ón 

R2= SSR/S,y = 77 79/78.06 = 0.9965 

El 99% de la vanab1l1dad de los datos es explicada por el modelo 
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d) Intervalos de confianza del 95% para la pendiente y la ordenada al origen. 

• Ordenada: 

0.147 ±2.16\Í0.021((1115)+(8.05218902) = 

= 0.147 ± 0.0006 

• Ordenada al origen 

o 933 ± 2.16\Í0.021189.02 = 

= 0.933 ± 0.0332 

La elaboración de estos intervalos de confianza tiene un propósito predictivo, 

ya que si se desea inferir acerca de otros porcentajes de recuperac·1ón fuera de 

los ensayados puede recurrirse a ellos, con la incertidumbre establecida en el 

modelo. 

B.3 Precisión 

83.1 Reproducibilidad 

Con la finalidad de determinar el efecto de la extracción ,el día en que fue 

realizada y la posible interacción entre estas variables como medida de la 

reproducibilidad en las determinaciones hechas por el método, se realizo el 

análisis de varianza correspondiente, haciendo para esto recuperaciones de 

la cantidad etiquetada en dos días diferentes y con dos extracciones 

diferentes Los resultados se presentan en !a tabla b2, 
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Tabla b2. Datos de recuperación pcr día y extracción. 

Extracción 1 Extracción 2 

95 93.71 

Día 1 95.8 97.52 

97.6 96.29 

92.96 94.55 

Día 2 96 3 93.45 

92.68 92 73 

Los resultados del análisis de varianza se presentan en la tabla siguente: 

Tabla de análisis de varianza (dos factores aleatorios) 

Fuente de Cuadrados Grados de Cuadrados 

variación medios libertad medios 

Día 26.16 2616 

Extracción 3 3 

Interacción 11 77 11.77 

Error -5 13 8 -5.13 

Región críüca unilateral a nivel de significancia a~0.05. 

F cs1Co < Fo 95 

FuitcE < Fogs 

FcalcDE< Fogs 

entonces: 

(día) 

(extracción) 

(1nteraccion día-extracción) 

Fo Fo95 

2 22 161.45 

0.255 161.45 

-2 3 532 
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Conclusión: Siendo menores los estimadores F calculados de distribución 

normal que los respectivo de tablas, se concluye que no existen efectos por 

extracción, día o la interacción que éstos tengan, por lo que se deduce que 

el método es preciso (reproducible). 

83.2 Repet1b1l1dad. 

Con la finalidad de conocer la concordancia de los valores experimentales 

alrededor del valor verdadero se hizo la evaluación de la repet1bil1dad 

ut1l1zando para ello los valores del porcentaje de recuperación x. 

Ho: Cix2
;?. cro2 

H1: crx2 < cro2 

s = 1.71 

s,2 = 2 92 

SSx=384 

x.20 97s.14 = 5.63 

X2
002s,14 = 26.12 

)'.,20.95.~4 = 6.57 

Intervalo de confianza para cr' al 95%: 

LS = 38.4/26.12=1.47 

LI = 38.4 /5.63 = 6.82 

Asumiendo que la varianza es menor a 6.25 

Q = SSx/c0
2 = 38.4 / 6 25 = 6.55 

Como Q < x2o 95,14 se rechaza \a h1pótes1s nula al nivel Ce 5°/o de 

s1gnificanc1a y se concluye que el método está validado en térmi:ios de su 

precisión 
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C) Riboflavina 

C1. Exactitud. 

Para la evaluación de la exactitud del método, se hicieron recuperaciones entre 

el 50% y el 200% aproximadamente de la cantidad de ribofiavina reportada en 

etiqueta. Los resultados se muestran en la tabla c1 

Tabla c1. Porcentaje de recuperación de riboflavina. 

µg adicionados µg recuperados % recuperación Error % Error 

/10 g harina absoluto 

1.1 0.98 89.09 -O 12 -5 

1 1 0.93 84 55 -0.17 -4.2 

1 1 1.07 97.27 -O 03 -2 4 

1 1 0.93 84.55 -0.17 -346 

1 1 o 93 84 55 -0.17 -3 7 

1 1 1.1 100 o -7.32 

1.1 0.98 89.09 -O 12 -4.79 

1.9 1.8 94.74 -O 1 -4.15 

1.9 1.75 92.11 -0.15 -2.68 

1.9 1.74 91.58 -0.16 -6 29 

1.9 1.7 8947 -0.2 -248 

1.9 1.65 86.84 -0.25 -3 71 

4 02 37 92.04 -032 .5-45 

4 02 3.94 98.01 -O 08 -6 55 

4 02 3 82 95 02 -O 2 -7 27 

Promedio 91 26 -O 149 -8 75 

Desv1ac1ón estándar (s) 5 02 o 08 5 02 

N = 15, N-1 :::::: 14 

Estadístico de prueba !¡¡ 025 t<: = 2 15 

Nivel de s1gn1f1canc1a = u = O 05 
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C 1.1 Cálculos. 

LSx (LI,) =X± S, ! (112a. o-1) 

LSea (Llea) =ea± Sea t ¡-112a, n-~) 

LSe (Lle) =e± Set (1120:, n-1) 

LS, (LI,) = 91 26 ± 10.8 o bien 

LS,, (L100) = -0.149 ±O 172 o bien 

LS, (LI,)= -8.75 ± 10 8 o bien 

C1 .2. Conclusión 

Para o/o recuperación 

Para error absoluto 

Para o/o error 

(LS,, LI,)= (80 46%, 102 06%) 

(LS,,, U,,)= (-0.321, 0.023) 

(LS,, LI,)= (-19 54%, 2.05%) 

Si se considera que en el intervalo de confianza al 95% están incluidos el 

100% y el 0% para el porcentaje de recuperación y para el porcentaje de 

error respectivamente, se concluye que el método está validado en térmrnos 

de su exactitud, ya que Ja aproximacrón implica que Ja desviación o error de 

los datos respecto al valor real puede tomar el valor de cero o bien ser nula. 

En el caso de esta vitamina, se observa que Jos intervalos establecidos son 

aparentemente amplios, sin embargo se debe considerar que fue Ja que 

presentó el menor porcentaje de recuperación y por tanto Ja que tiene la 

mayor dispersión respecto al 100%, es decir, que la amplitud del intervalo 

en gran medida se debe a que ei porcentaje de recuperación es 

relativamente inferior. 

C.2 Linealidad 

Para evaluar la relacrón entre la variable rndependrente (µg adrcronados) y 

la variable dependiente (pg recuperados) se recurnó al análls1s de 

l1nealrdad, utilizando para ello los valores de la tabla c1 
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Modelo ajustado. 

y= 1.801+ 0.9704(x-1.95) 

y el modelo en términos de la intersección original para evaluar errores. 

y =-O 0913+ 0.9704x 

En esta ecuación se sustituyen los valores de cada x y con cada valor de y 

ajustado se obtiene los errores o residuos, la suma de sus cuadrados y la 

suma de cuadrados de la regresión. 

SS,= 0.0752 

SSR = 16.875 

s,,= 1e 95 

Se establecen las pruebas de hipótesis para la pendiente y la ordenada al 

origen. 

Pendiente: 

Ha: P1 =ho 
H1. p," P1,o 

Con estas pruebas se realiza la prueba de falta de ajuste y de significación de 

!a regresión 

a) Sigmficación de la regresión. 

Ho p, ~O 

H1 f\, *O 
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Cuadro de anál1s1s de varianza . 

Fuente de 

va nación 

Regresión 

Error 

Total 

Suma de 

cuadrados 

16.875 

0.0752 

16 95 

Grados de libertad 

13 

14 

Cuadrados 

medios 

16.875 

o 006 

Fo F1,13,o9s 

2812 5 4.67 

Como F0 > F'.''·º ,, se rechaza H0, por lo tanto, la regresión es altamente 

significativa. 

b) Prueba de falta de ajuste. 

Ho: El modelo se ajusta adecuadamente a los datos 

H,: El modelo no se ajusta adecuadamente a los datos 

Tabla de falta de ajuste. 

Fuente de 

variación 

Error puro 

Falta de ajuSte 

Error total 

Suma de 

cuadrados 

0.414 

-0.34 

0.074 

Grados de libertad 

12 

13 

Cuadrados 

medios 

0.0.345 

Fo Foos,4,9 

-9 85 4.75 

Como Fo < Fo ll5,4,s se acepta Ho, por lo tanto, el modelo se ajusta 

adecuadamente a los datos. 

c) Coeficiente de determinación 

R2= SSR/Syy = 16 875/16 95 = 0.9956 

El 99% de la vanab1l1dad de los datos es explicada por el modelo 
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d) Intervalos de confianza del 95% para la pendiente y la ordenada al orrgen. 

• Ordenada: 

-0.0913±216--Í0.006 ((1/15)+(1.952/17.92) = 

= -0.0913± 0.0006 

• Ordenada al origen 

0.9704 ± 2.16~0.006 /17 92 = 

= 0.9704 ± 0.024 

La elaboracrón de estos intervalos de confianza tiene un propósrto predictivo, 

ya que si se desea inferir acerca de otros porcentajes de recuperación fuera de 

los ensayados puede recurnrse a ellos, con la incertidumbre establecida en el 

modelo. 

C.3. Precisión 

C3.1 . Reproducibilidad 

Con la finalidad de determinar el efecto de la extraccrón ,el día en que fue 

realizada y la posible rnteracción entre estas varrables como medida de la 

reproducibrlidad en las determrnacrones hechas por el método, se realizo el 

aná\1s1s de varianza correspondiente, haciendo para esto recuperaciones de 

la cantidad etrquetada en dos dias drferentes y con dos extraccrones 

diferentes Los resultados se presentan en la tabla c2 
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Tabla c2. Datos de recuperación por día y extracción. 

Extracción 1 Extracción 2 

89.09 94.74 

Día 1 84.55 92.11 

97.27 91.58 

84 55 89.47 

Día 2 100 92.04 

8909 86 84 

Los resultados del analisis de varianza se presentan en la tabla siguiente 

Tabla de análisis de varianza (dos factores aleatorios) 

Fuente de Cuadrados 

variación medios 

Día 45 

Extracción 0.422 

Interacción 18.6 

Error 223.54 

Grados de 

libertad 

8 

Cuadrados 

medios 

45 

o 422 

18 6 

27 94 

Región crítica unilateral a nivel de significancia a=0.05. 

FcalcO < Fo95 

FcalcE < Fo95 

FcalcDE< fo95 

entonces: 

(día) 

(extracción) 

(interacción día-extracción) 

Fo Fo9s 

0.242 161.45 

0.023 161.45 

0.66 5.32 
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Conclusión: Siendo menores los estimadores F calculados de distribución 

normal que Jos respectivo de tablas, se concluye que no existen efectos por 

extracción, día o la interacción que éstos tengan, por Jo que se deduce que 

el método es preciso (reproducible). 

C3.2 Repetibll1dad. 

Con la finalidad de conocer la concordancia de !os valores experrmentales 

alrededor del valor verdadero se hizo la evaluación de la repet1bllldad 

utilizando para ello los valores del porcentaje de recuperación x. 

Ho: crx2 
2:. cro2 

H,: CTx2 < cro2 

s = 5.02 

s,2 = 25.2 

SS,= 352.87 

X2o 975,14 = 5.63 

X.20025,14 = 26.12 

X2
o95,14 = 6.57 

Intervalo de ccnfianza para rl al 95%: 

LS = 352.87 /26.12 = 13.51 

LI = 352.87 I 5.63 = 62.68 

Asumiendo que la varianza es menor a 7.4: 

Q = SS,ia,? = 352 87 / 54. 76 = 6.44 

Como Q < x'o 95.1, se rechaza la h1pótes1s nula al nivel de 5% de 

s1gnificanc1a y se concluye que el método está validado en términos de su 

precisión 
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D) Ácido fálico 

D1. Exactitud. 

Para !a evaluación de ia exactitud del método, se hicieron recuperaciones entre 

el 50% y el 200% aproximadamente de la cantidad de ácido fálico reportada en 

etiqueta. Los resultados se muestran en la tabla d1. 

Tabla d1. Porcentaje de recuperación de ácido fó/1co. 

µg adicionados µg recuperados % recuperación 

2.4 2.24 93.33 

2.4 2.31 96.25 

2.4 2.16 90 

2.4 2.21 92.08 

2.4 2.27 94.58 

4 3.7 92.5 

4 3.82 95.5 

4 3.81 95.25 

4 3.79 94.75 

4 3.51 87.75 

4 3.6 90 

4 3.8 95 

4 3 67 91 75 

54 5 33 98 7 

5.4 494 91 48 

Promedio 93 26 

Desviación estándar (s) 2 85 

N=15. N-1 =14 

Estadístico de prueba loo1 u= 2 624 

Nivel de s1gnif1canc1a = v =O 02 

Error 

absoluto 

-O 16 

-O 09 

-024 

-0.19 

-O 13 

-0.3 

-O 18 

-0.19 

-0.21 

-0.49 

-0.4 

-0.2 

-O 33 

-O 07 

-O 46 

-O 24 

o 128 

% Error 

-6.66 

-3.75 

-10 

-7.92 

-5.42 

-7.5 

-4.5 

-4.75 

-5.25 

-12 25 

-10 

-5 

-8.25 

-1.3 

-8.52 

-6 74 

2 85 
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D1 1. Cálculos. 

LSx (Llx) =X± Sx t (1/2a, n-1) Para o/o recuperación 

LSea (Llea) =ea± Sea t ¡112a, n-1) Para error absoluto 

LSe (Lle)= e± Set ¡1120:, n-1J Para 0/o error 

tio1, 14= 2 624 

LS, (LI,) = 93-26 ± 7 48 o bien 

LS,, (U") = -0.24 ± 0.336 o bien 

LS, (LI,)= -6.74 ± 7A8 o bien 

D1 .2. Conclusión 

(LS,, LI,)= (85 78%, 100.74%) 

(LS,,, LI,,)= (-0.576, 0.096) 

(LS,, LI,)= (-14.22%, O 74%) 

Si se considera que en el intervalo de confianza al 95% están incluidos el 

100% y el 0% para el porcentaje de recuperación y para el porcentaje de 

error respectivamente, se concluye que el método está validado en términos 

de su exactitud, ya que la aproximación implica que la desviación o error de 

los datos respecto al valor real puede tomar el valor de cero o bien ser nula. 

D2. Linealidad. 

Para evaluar la relación entre la variable independiente (µg adicionados) y la 

variable dependiente (µg recuperados) se recurrió al análisis de linealidad, 

utilizando para ello los valores de ta tabla 9. 
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Modelo ajustado: 

y= 3.41 + 0.952 (X - 3.65) 

Y ei modeio en términos de la intersección onginal para evaluar errores: 

y =-0 0662+ O 952 X 

En esta ecuación se sustituyen los valores de cada x y con cada valor de y 

aiustado se obtiene los errores o residuos, la suma de sus cuadrados y la 

suma de cuadrados de la regresión. 

ss. = 0.1967 

SSR=1372 

s,, = 13.92 

Se establecen las pruebas de hipótesis para la pendiente y la ordenada al 

origen. 

Pendiente: 

Ha: P1 =Pi.o 

H1: P1 * P1,o 

Con estas pruebas se realiza la prueba de falta de ajuste y de significación de 

la regresión. 

a) S1grnf1cación de la regresión 

Ho f\ 1 ~O 

H 1: [)1 ;- O 
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Cuadro de análisis de varianza . 

Fuente de Suma de Grados de libertad Cuadrados Fo F1.13,o95 

variación cuadrados medios 

Regresión 13 72 13 72 908 61 4.67 

Error o 1967 13 o 0151 

Total 13 92 14 

Como Fo > F1 ''·ª 95 se rechaza Ha, por lo tanto, la regresión es altamente 

significativa. 

b) Prueba de falta de a1uste 

Ha: El modelo se ajusta adecuadamente a los datos 

H,: El modelo no se ajusta adecuadamente a los datos 

Tabla de falta de a1uste. 

Fuente de 

variación 

Error puro 

Falta de ajuste 

Error total 

Suma de 

cuadrados 

1.11 

-0.915 

0.195 

Grados de hbertad 

12 

13 

Cuadrados 

medios 

o 0925 

-0.915 

Fo Foos,4,9 

-0101 475 

Como F0 < Foa5.4.9 se acepta Ha, por lo tanto, el modelo se ajusta 

adecuadamente a los datos. 

e) Coeficiente de determinación 

R2= SSRiSyy = 13 72/13.92 = 0.9856 

El 98º/o de la variab1l1dad de !os datos es explicada por el modelo 
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d) Intervalos de confianza del 95% para la pendiente y la ordenada al origen. 

• Ordenada: 

-0.0662±2.16--i0.006 ((1/15)+(3.652/14.92) = 

= -0.0662± 0.26 

º Pendiente. 

O 952 ± 2.16..JO 0151/14 92 = 

= 0.952 ± 0.0687 

La elaboración de estos intervalos de confianza tiene un propósito 

predictivo, ya que si se desea inferir acerca de otros porcentajes de 

recuperación fuera de los ensayados puede recurrirse a ellos, con la 

incertidumbre establecida en el modelo 

D.3. Precisión 

03.1 Reproducibilidad 

Con la finalidad de determinar el efecto de la extracción ,el día en que fue 

realizada y la posible interacción entre estas variables como medida de la 

reproducibilidad en las determinaciones hechas por el método, se realizo el 

análisis de varianza correspondiente, haciendo para esto recuperaciones de 

la cantidad etiquetada en dos días diferentes y con dos extracciones 

diferentes. Los resultados se presentan en la tabla d2. 
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Tabla d2. Datos de recuperación por día y extracción 

Extracción 1 Extracción 2 

93.33 92.08 

Día 1 96.25 94.58 

90 92.5 

95.5 90 

Día 2 95.25 95 

94.75 91.75 

Los resultados del análisis de varianza se presentan en la tabla siguiente. 

Tabla de análísís de varianza (dos factores aleatorios) 

Fuente de Cuadrados Grados de Cuadrados 

variacrón medios libertad medios 

Día 1.026 1.026 

Extracción 7.007 7.007 

Interacción 13.81 13 81 

Error 2428 8 3.53 

Región crítica unilateral a nivel de signifrcancia a~0.05. 

F calcD < Fo 95 

FcalcE < Fo95 

FcalcDE < Fogs 

entonces: 

(día) 

(extracción) 

(interacción día-extracción) 

Fo Fo95 

0.0743 161.45 

0.51 161.45 

3 91 5.32 
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Conclusión· Siendo menores los estimadores F calculados de distribución 

normal que los respectivo de tablas, se concluye que no existen efectos por 

extracción, día o la interacción que éstos tengan, por lo que se deduce que 

el método es preciso (reproducible). 

03.2. Repetibilidad. 

Con la finalidad de conocer la concordancia de los valores experimentales 

alrededor del valor verdadero se hizo la evaluación de la repetib11idad 

utilizando para ello los valores del porcentaje de recuperación x. 

Ho: crx2 ~ cro2 

H1: crx2 < cro2 

s = 2.85 

s,2 = 8.12 

SS,= 113.55 

x.20 91s.14::::: 5.63 

X,
2
0025,14 = 26.12 

X,
2

os5,14 = 6.57 

Intervalo de confianza para es' al 95%: 

LS = 113.55 / 26.12 = 4.35 

u = 113.55 / 5 63 = 20.17 

Asumiendo que la varianza es menor a 4.2: 

Q = SSJcr,,' = 113 55/ 17 64 = 6.43 

Como Q < z1o 9 5 14 se rechaza !a hipótesls nula al nivel de 5º/o de s1gnlficanc1a y 

se concluye que el metodo está vahdado en términos de su prec1s1ón 
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