UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

\/ALIDACION DEL CROMATOGRAFO DE
LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA DEL LAB.
3F PARA EL ANALISIS DE VITAMINA D;

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

JESSICA CONSUELO CHAVARRIA CANO

MEXICO, D. F. 2010




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Presidente
Vocal
Secretario
1er, Suplente

2°, Suplente

Jurado asignado

Q. Ernestina Cervera Flores

M. en C. Lucia Cornejo Barrera

Q. Adolfo Garcia Osuna

Q. Georgina Artemisa Duarte Lisci

QFB. Maria de Lourdes Osnaya Suarez

Sitio en el que se desarrollé el tema:
Departamento de Quimica Analitica
Laboratorio 3B y 3F. Edificio A
Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria.

Asesor del tema

Q. Adolfo Garcia Osuna

Supervisor técnico

Sustentante

Q.F.B. Silvia de Jestus Mendoza Arellano

Jessica Consuelo Chavarria Cano



Agradecimientos

Deseo agradecer a Dios, a quien atribuyo todas aquellas cosas que la logica y la razon no
pueden explicar.

A mis amados padres Miriam y René, qué dificil me ha resultado tratar de escribir... gracias
por ayudarme a ser la persona que soy, por su fortaleza, fé y lucha constante. Por levantarme
cuando he caido y por no dejarme renunciar jamds. Sé que unas cuantas lineas no son
suficientes pero solo me queda decir GRACIAS POR TODO.

A mis hermanos Miriam, Cinthia y René; por los consejos, regarios, risas, peleas, diversiones
y un sin niimero de experiencias que hemos compartido a lo largo de nuestras vidas. Sé que
contaré con ustedes en todo momento.

A mis sobrinas Fer 'y Andy; porque inconscientemente logran hacerme reir cuando mds lo
necesito. A pesar de que su llegada a la familia volteé de cabeza mi vida, ahora no podria
imaginarla sin ustedes.

A mi familia (padres, hermanos y sobrinas); por nunca dejarme sola, creer en mi, sus
incontables sacrificios y por vivir la quimica de alimentos a mi lado. Este logro no solo es
mio...

Al profesor Adolfo; por darme la oportunidad de trabajar a su lado en su grandioso
laboratorio, por todas sus ensefianzas y consejos. Gracias por mostrarme que la honestidad,
rectitud y el trabajo correcto traen excelentes recompensas.

A la profesora Silvia; por sus consejos, apoyo, calidez y confianza.

A la profesora Tina; por sus comentarios tan acertados y por tener esa particular chispa que
logra levantarle el dnimo a cualquier persona.

A los profesores Silvia, Tina y Adolfo; por abrirme las puertas del laboratorio 3B, por su
preocupacion, ensefianzas y cuidados. Por generar ese ambiente fraternal que me hace sentir
en familia y por mostrarme que compartir el conocimiento deja una gran satisfaccion.

Y ahora si van todos mis amigos, que nombraré por orden de aparicion a lo largo de mi vida
pero no significa que los ultimos son menos importantes (espero no olvidar a ninguno):

A mis amigos de la prepa 5: Ivette, Omar, Paco, Nadia, Ariel, Joel, Claudia, Julieta, Dolores
y Leticia; por llenar de risas el tiempo que pasé dentro y fuera de la escuela. Especialmente a
mis amigos Ivette y Omar que considero de los mejores amigos que tengo, gracias por
compartir tantas cosas conmigo, los quiero.

A mis amigos de la facultad de Quimica; por compartir su vida conmigo, sin duda pasé mds
tiempo con ustedes que con mi familia a lo largo de estos cinco afios, gracias por tolerarme,



por sus consejos, regarios y risas, créanme que he aprendido algo de cada uno de ustedes.
Escritos en orden alfabético:

Amigos de las donas: Amri, César, Cristobal, Daniel, Edgar, Frida, Marco, Monse (q.p.d.),
Oscar y Sergio.

Otro agradecimiento especial: a Olga por ser mds que mi compariera y amiga en momentos
dificiles, por ser un gran ejemplo y por alentarme a ser mejor.

Amigos QA’s: Aaron, Alexis, Ana Gaby, Ana Laura, Ania, Cinthya, Dennis, Diana, Lili y
Maty.

A mis amigos de laboratorio: Alex, Lilia y Ma. Rosa, he aprendido demasiado de ustedes,
gracias por escucharme, por darme su apoyo y por levantarme el dnimo cuando lo he
necesitado.

Agradezco a todos los profesores que estuvieron dispuestos a compartir su conocimiento.
Y por iiltimo pero no menos importante, agradezco a la UNAM por abrirme las puertas al

conocimiento. Auin recuerdo cuando recibi mi carta de aceptacion y nunca imaginé cudnto
cambiaria mi vida...



indice

) ) Paginas
CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.........cooirerecrresersisine e e sessss s sssssss e senes 1
CAPITULO IL MARCO TEORICO ......cooovvrrvrerresesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 4

VILAIMINA D ottt ettt s e e bbb e bbb et 5
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) ....cccovvirnnrenneesre st 15

LY 16 E= T U ) o OO OP TV T ST 28
CAPITULO III. DESARROLLO EXPERIMENTAL ...........ccommmmveuuesinnsessesseesssssssssssssssssssssisssesssisens 36
Diagrama de trabDajo ..o ceeurereeeiiene e sasiiee e ses e raasast e st e st St s bt es 37

LG Y] = O OO svsy SO SO ST ST PO 37
INSEIUIMIEIIEAL ettt et et et s et et e b ettt es 38
REACTIVOS ..t eside ettt Sea kst et ses e S ses s bs e e e s E e s s eeE b e nEs £t sen e se s e e nt et e nrneas 38
Condiciones Optimas de trabajo ... ..ottt e sess s s es 39
Linealidad de SISTEMIA......c.ccorurereetirnesreei et sttt st et 40
PreciSion de SISTEIMA i ittt st s e st sess b st s et et s bbb st s 41

DRy =10} 11 (c F= T U s OO T TR OTTTPTITN 41
CAPITULO IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS ...........mmmmmememnersersssssssssssenes 42
Validacion de SISTEIMA...civ et ettt st et s et st s 43
Condiciones Optimas del SIStEIMA ......c.vcurreriererinereree et s 43
Linealidad de SIStEMIA........ccovuriieririneirirecrs sttt st e s s et 45
PreciSion de SISTEIMA ...ttt sttt s et s 51
EStabilidad. ......c.ciinsiiriiiine sttt ea e b e et s et 54
CAPITULO V. CONCLUSIONES.........coooooeureeeereesmsesssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 58
CAPITULO VI BIBLIOGRAFIA ........cooouvrmmreneneennsesssssssmssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssss e 61
ANEXO I. FUENTES ALIMENTARIAS ...ttt st et s s e 65
ANEXO II. DATOS Y ESTADISTICA. .......ovooeeereevssessseessssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssassssssssnas 67
Linealidad de SISTEMIA......c.ccerurerieririresieee ettt st st e s s st 68
PreciSiOn de SISTEIMA . ..ottt sttt et et s st 74

DRy 7= o 0§ s =T 76



CAPITULO L.
INTRODUCCION
Y OBJETIVOS



Capitulo I. Introduccion y objetivos

Introduccion

La Vitamina D es un conjunto de compuestos que poseen actividad antirraquitica.
Aunque pertenece al grupo de vitaminas liposolubles, por su estructura secoesteroide y
sus funciones, actualmente se clasifica como hormona, ya que forma parte del sistema
regulador del metabolismo del calcio y fésforo junto con la calcitonina y la hormona
paratiroide (PTH), ademads, se ha encontrado que participa en diversos procesos
metabolicos.

Los dos compuestos mas destacados son la vitamina D2 que es un derivado de las
plantas y la D3 que se obtiene a partir de la incidencia de los rayos solares sobre la piel.
Si se tiene una exposicién solar insuficiente, los requerimientos basicos deben cubrirse a
través de la dieta, sin embargo, las fuentes alimentarias naturales poseen pequefias
cantidades de vitamina D, debido a esto se ha recurrido a la adicion y fortificaciéon de
algunos alimentos de consumo masivo, principalmente de origen animal en su mayoria
lacteos.

Por esto, se debe contar con técnicas analiticas que permitan su cuantificacién
para mantener niveles adecuados de la misma en dichos productos. La cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (CLAE), ha sido una de las mejores técnicas para la separacion
y cuantificacién de la vitamina D y sus metabolitos, ya que es rapida, precisa y
proporciona alta resolucion.

Los andlisis requieren cantidades fiables de muestra, las técnicas analiticas
permiten obtener resultados que se acercan con la mayor precisidon y exactitud a los
considerados como valoresverdaderos 6 legislados.

Es fundamental disponer de mediciones analiticas utilizando métodos y equipos
debidamente validados, es decir, que hayan sido probados para asegurar que son aptos
para el propoésito requerido y que proporcionan resultados confiables. No tiene sentido
analizar alimentos para determinar algin componente si se utilizan métodos no
probados o que arrojen resultados no confiables.

Antes de validar un método se debe validar el sistema o la técnica analitica, con lo
que es posible obtener la informacién estadistica necesaria que permite conocer el
margen de error con el que se obtienen los resultados y en general del analisis, para
disminuirlo o por lo menos, mantenerlo constante.

En general los pardmetros que se evalian normalmente en una validacién
analitica instrumental son: condiciones 6ptimas de trabajo de la técnica a utilizar,
linealidad de sistema y método, precision de sistema y método (reproducibilidad y
repetibilidad), exactitud, cantidad minima detectable, estabilidad de la muestra, etc.
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Objetivos

Para el desarrollo de esta investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

Demostrar que el sistema cromatografico es capaz de separar y cuantificar la
vitamina D3 de una mezcla de vitaminas liposolubles.

Validar el cromatoégrafo de liquidos de alta eficiencia del laboratorio 3F para el
andlisis de vitamina D3, por medio de la evaluacidn de los siguientes parametros:
condiciones oOptimas de trabajo, linealidad y precision del sistema
cromatografico, y estabilidad de las disoluciones estandar.

Determinar si el sistema cromatografico en estudio permitira analizar vitamina
D3 proveniente de muestras reales.
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Capitulo II. Marco Tedrico. Vitamina D

Vitamina D1.2.3

Las primeras descripciones de raquitismo se remontan al siglo XVII, y adquiere una
mayor relevancia a partir de la revolucion industrial del siglo XIX. En la segunda década
del siglo XX se observo que la administracion de aceite de bacalao o la exposicién al sol
curaba la enfermedad. En los afios treinta se aislé la vitamina D como principio activo,
pero su metabolismo y mecanismo de acciéon se describieron hasta la década de los
setenta*. Originalmente fue clasificada como vitamina esencial para el desarrollo y
mantenimiento de la homeostasis del calciol, ya que se ignoraba que el organismo es
capaz de sintetizarla fotoquimicamente. En la actualidad se ha demostrado que la
vitamina D no es estrictamente una vitamina, puede considerarse como una hormona
esteroide por su producciéon endogena, la regulaciéon de su sintesis, su distribuciéon por
via sanguinea a los tejidos diana lejanos al lugar de produccién de la misma, asi como su
mecanismo de accién ya que una vez administrada se transforma en metabolito activo.

Quimica y Propiedades
Estructura

La vitamina D se refiere a un grupo de compuestos relacionados estructuralmente, que
poseen la misma actividad biolégica. Todos ellos son derivados de un sistema de anillo
ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 2.1), comun en distintos esteroides tales como el
colesterol. El anillo B presenta fision en el enlace sencillo de los carbonos 9 y 10,
resultando en un sistema trieno, el cual se presenta en todos los compuestos de la
familia D2. La estructura de la vitamina D3 se muestra en la fig. 2.2.

i
Fig. 2.2. Estructura de vitamina D3, calciol o colecalciferol.

Los miembros de la familia D difieren inicamente en la estructura de la cadena lateral
hidrocarbonada unida al anillo de cinco miembros, a continuacién se presentan algunos
ejemplos (tabla 2.1).
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Provitamina. Vitamina D. | Formula empirica Cadena lateral
28
21 2. 26
Ergosterol D, C2gH440 20 572 E
17 27
21 22 26
. 20 24 [25
7-dehidrocolesterol D3 C27H440 LR
28
o 21 2 26
22,23-dihidroergosterol Dy C2sH460 20 5 22
17 27

Tabla 2.1. Cadenas laterales de provitamina D incluidas de la vitamina Dz a la D4.

La vitamina D y todos sus metabolitos, son conformacional e inusualmente flexibles en
comparacién con otras hormonas esteroides. Esto se debe a que la molécula posee tres
principales regiones de flexibilidad (fig. 2.3):

¢ La cadena hidrocarbonada lateral tiene una rotacién de 360° alrededor de cada
enlace simple carbono-carbono.

e E] ciclohexano del anillo A sufre una interconversion silla-silla; a consecuencia de
esto, los sustituyentes del anillo A son rapida y continuamente alternados entre
las posiciones axial y ecuatorial.

e E] anillo B roto presenta rotacion de 360° alrededor del enlace simple entre los
carbonos 6 y 7. Obteniendo como resultado la generaciéon de compuestos con
conformacion de 6-s-cis o 6-s-trans.
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Fig. 2.3. Sitios de flexibilidad de la vitamina D3.
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Nomenclatura

La vitamina D es nombrada de acuerdo a la reglamentacién de la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry 6 IUPAC,
por su nombre y siglas en inglés), como (1S)-3-[2-[(1R,30S,70R)-7a-metil-1-[(2R)-6-
metilheptan-2-il]-2,3,30,5,6,7-hexahidro-1H-inden-4-ilideno]etilideno]-4-
metilidenociclohexan-1-o0l°. El término vitamina D debe utilizarse como una expresion
general para describir todos los esteroides que presentan cualitativamente la actividad
bioldgica del calciol 6 vitamina D3. Dado que la vitamina D se deriva de un esteroide, la
estructura conserva la nomenclatura del compuesto original esteroide: colesterol. Es
designada seco debido a que el anillo B del sistema cicloesterano ha sufrido fisién. Los
centros asimétricos son nombrados de acuerdo a la notaciéon R, S y a las reglas de
prioridad de Cahn. La configuracién de los dobles enlaces se denomina E, Z; E para trans
y Z para cis. El nombre sistematico para la vitamina D3 es (5Z,7E)-(3S)-9,10-seco-
5,7,10(19)-colestatrien-3-o0l y para  la vitamina D~ (5Z,7E,22E)-(3S)-9,10-seco-
5,7,10(19),22-ergoestatetraen-3-ol®.

Propiedades de vitamina D3

QUIMICAS

No. CAS: 67-97-0
Tres enlaces dobles; Amax 265nm con coeficiente de extincién molar de 18 300 en
alcohol o hexano.

0°C
aj =+ 84,8° en acetona.
DNa

Peso molecular: 384,65 g/mol.

Composicion: C - 84,31%, H - 11,53%, O - 4,16%.

Solubilidad: insoluble en agua; soluble en benceno, cloroformo, etanol y acetona.
Estabilidad y Reactividad: inestable a la luz, puede oxidarse si se expone al aire a 24°C
por 72h. Incompatible con agentes oxidantes fuertes, HCl y anhidros. Su
descomposicion libera vapores téxicos. Susceptible a la isomerizacion.
Almacenamiento: bajo nitrégeno, en refrigeracion 0°C, perfectamente sellado.

FISICAS
Color: blanco
Fase: sélido cristalino
Punto de fusion: 85-87°C
TOXICOLOGICAS

DLso: 42mg/Kg (oral en rata y ratén)

Fuente: The Merck Index’, Chem Service®, Handbook of Vitamins?.

Sintesis

Basicamente, la sintesis de la vitamina D se puede realizar en dos direcciones, la primera
involucra la sintesis de la provitamina D la cual puede ser convertida en vitamina D por
irradiacion con energia UV. La segunda, consiste totalmente en sintesis quimica.
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Sintesis fotoquimica

La sintesis fotoquimica de la vitamina D se realiza a través de una reaccién periciclica. La
estructura primaria que se requiere de la provitamina D es un esterol con un sistema
dieno del C-5 al C-8 del anillo B, el 7-dehidrocolesterol. El sistema de dobles enlaces
conjugados es un cromoéforo, el cual al ser irradiado con fotones de la region UV (270-
315nm), inicia una serie de transformaciones resultando la estructura secoesteriode de
la vitamina D. La reaccién sucede en dos pasos, una apertura electrociclica del anillo de
ciclohexadieno para producir un hexatrieno, seguida por un desplazamiento
sigmatrdpico del H para producir un hexatrieno isoméricoZ.

Sintesis industrial

Los dos principales compuestos de la familia - de vitamina-D que han sido
comercializados son el ergocalciferol (D2) y colecalciferol (D3), este tltimo es el mas
importante. El punto de inicio para la produccién de vitamina D3 (fig. 2.4) es el colesterol
(1) el cual es convertido a acetato, C-7 es bromado (2) tipicamente con N-
bromosuccinamida, y después es sometido a una eliminacién catalizada con una base
para introducir una insaturacion adicional (3). El producto es saponificado y convertido
fotoquimicamente a la provitamina D (4), ésta sufre un rearreglo a vitamina D3 (5) por
tratamiento térmico. La vitamina D2 se prepara a través de una ruta analoga pero
partiendo del ergosterol. El aislamiento de fuentes naturales y los métodos de
biosintesis de vitamina D aiin no tienen significancia comercial®.

/dgbr\ﬁ/ {(ﬁiﬁw\(
RO —c Br

Colesterol o acetato
1

=y
=
RO HO
3 4

2

s
Vitamina D3

Fig. 2.4. Preparacién comercial de vitamina D3 a partir del colesterol.
Sintesis quimica
La primera sintesis quimica pura de la vitamina D, es decir, sin irradiacién, fue realizada

en 1967. Esta area continua de investigacion permitié la producciéon de diversos
metabolitos y analogos de la vitamina D sin la necesidad de pasos fotoquimicos para su

. 8-
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obtencién. La fig. 2.5 resume algunas de las estrategias de sintesis mas utilizadas para
mas de 1000 analogos de 10,25(0H):2Ds.

Ph,P(0)

y R R
e CF D
R g - /IL-- oA
HO ’\%5 PO- op M H
A A A 2 3 Il
H .

P e Iy
HOJ\ Iq ~

HO*

CH

4 ~
\ . ol e
C 5

H 10,25-(0H);D5 Py
> and analogs ¢ , F

—,

#

[ w | | po” " Nop
-~ -
o~ g > J !
12 .~ RO 17 ;
HO- ™~ J _/ -___ e 8
R’ 9
11
10

Fig. 2.5. Resumen de sintesis mds comunes de vitamina D y sus andlogos.

Método Reaccion Productos
A Reaccion fotoquimica. Vitamina D
B Ruta de Wittig-Horner. Cadenas lat'erale's y analogos de
vitamina D.
C Rearreglo de dienos semihidrogenados. Andlogos de vitamina D
D Estrategia vinilalénica. Andlogos de vitamina D
E Ruta de acoplamiento-ciclacién. Esqueleto de 10,25(0H)2Ds.
FyG Isomerizacién y modificacion en 10,25(0H)2D3 o0 analogos de
sustituyentes vitamina D.
H Modificacién directa de 10,25(0H)2D3 o 10,25(0H)2D3 o0 analogos de
analogos utilizando grupos protegidos. vitamina D.
Estabilidad

La vitamina D es susceptible a altas temperaturas, humedad, oxigeno, luz, pH, agentes
reductores y oxidantes y presencia de iones metdlicos. La reducciéon del contenido
vitaminico en alimentos es influenciada por estos mismos factores y por la presencia de

.9.
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otros componentes de la matriz alimentaria. Puede tener lugar durante el
almacenamiento, procesamiento y preparacion de ingredientes y alimentos,
particularmente los sometidos a tratamiento térmico. Para reducir la degradacion, se
emplean métodos de recubrimiento o proteccidn de las vitaminas. Para esto se utilizan
materiales como gelatina, aceites comestibles y sus derivados, almidones y aztcares3.

Fuentes Alimentarias

La vitamina D se encuentra en cantidades pequefias y variables en alimentos.
Generalmente, se encuentra en derivados animales, los pescados como arenque, salmdn,
sardina, bacalao y aceites de higado son fuentes ricas en vitamina D, la cual se encuentra
contenida en la grasa de los mismos. Por otra parte, los huevos, carnes, leche,
mantequilla, yogurt y crema la contienen en menor cantidad. Cereales, verduras; frutas,
legumbres y frutos secos se pueden considerar como desprovistos de la misma. Aceites
vegetales contienen cantidades casi imperceptibles de la provitamina. A consecuencia de
esto, se ha recurrido a la fortificaciéon de algunos productos tales como leche, yogurt,
crema, mantequilla, jugos, algunos cereales en incluso confituras tales como el chocolate.
(Tabla de contenido de vitamina D en algunos alimentos en anexo I).

Farmacocinética

La activacion de las vitaminas D3 y D, ocurre de la misma manera, sin embargo, se ha
demostrado que la vitamina D tiene solo 25%-30% de actividad bioldgica que la
vitamina Ds.

Absorcién

La vitamina D3 que es obtenida de la dieta forma micelas con las grasas en el intestino
delgado y por medio de las sales biliares se absorben en duodeno y yeyuno. Una vez en
el enterocito, la vitamina se incorpora a los quilomicrones, alcanzando la circulacién

sistémica via linfatica.

Biosintesis fotoquimica

La mayor fuente de vitamina D3 es, sin duda, la biosintesis en la piel a partir del 7-
dehidrocolesterol, que a su vez procede del colesterol. La biosintesis de la provitamina
ocurre fundamentalmente en las capas en crecimiento de la epidermis, en los estratos
basal y espinoso (80-90%), ocurriendo el resto (10-20%) en la dermis, distribuyéndose,
un 60% en la epidermis y un 40% en la dermis3. Existen cuatro variables importantes
que colectivamente establecen la cantidad de vitamina D3z que sera producida
fotoquimicamente:

1. Intensidad (cantidad) de radiacién UV.

2. Longitud de onda (calidad) apropiada de radiacién UV.

3. Concentracién de 7-dehidrocolesterol presente en los estratos cutaneos.

4. Concentracion de melanina presente en la piel, ya que su funcién es filtrar la luz

UV, por lo que compite por los fotones con el 7-dehidrocolesterol.

Las dos primeras son principalmente determinantes ya que la radiacién debe llegar
hasta donde se encuentra el 7-dehidrocolesterol, que absorbe mas eficientemente
longitudes de 270-290nm para producir vitamina D3.2
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Transporte y Almacenamiento

La vitamina D es preferentemente removida de la piel y de los quilomicrones por el
sistema circulatorio, se transporta a través del torrente sanguineo por una proteina
transportadora llamada DBP (por su nombre en inglés, Vitamin D-Binding Protein), que
sirve también como reservorio, por lo que se encuentran mayores cantidades de
vitamina D y sus metabolitos en sangre.

Fig. 2.6. Proteina transportadora de vitamina D
Anabolismo

Para que la vitamina D tenga actividad bioldgica debe ser metabolizada a sus formas
activas. Primero se transporta 'al higado, donde es hidroxilada en el C-25,
transformandose a 25(0OH)Ds3 (calcidiol), catalizada por la enzima Ds-25-hidroxilasa.
Después, se transporta al rifion por la DBP, donde sufre una segunda hidroxilacion a
1,25(0H)2D3 (calcitriol); o bien, 24,25,(0H)2D3 catalizada por la 25(OH)Ds-1-hidroxilasa
0 25(0H)D3-24-hidroxilasa, dependiendo del sitio de adicién del grupo hidroxilo. Estas
enzimas se localizan en las mitocondrias de los tibulos proximales y son conocidas
como oxidasas de funcién mixta interviniendo en el complejo enzimatico citocromo
P450.10. Los puntos mas importantes de regulacion de la hormona D3 son: los niveles de la
25(0H)Ds-1-hidroxilasa renal dependiente de la hormona paratiroide (PTH) que
estimula su sintesis, las concentraciones séricas de calcio y fosfato que la inhiben cuando
estan elevadas y retroalimentacion negativa por producto3.

Catabolismo y Excrecién

La conversion del calcitriol-a metabolitos menos activos o completamente inactivos es
mediada por caminos enzimaticos diferentes, principalmente por hidroxilaciones
adicionales siendo los productos finales el acido calcitroico, que es eliminado por la
orina y, la calcitriolactona que puede inhibir ciertas funciones de la hormona natural, su
principal via de excreciéon son las sales biliares.

Farmacodinamia
Los efectos de la vitamina D se logran por medio de dos vias de transduccion:

Gendmico

La hormona D3 se produce en respuesta a un estimulo fisiolégico, ésta circula por el
torrente sanguineo a los tejidos diana donde interactiia con receptores intracelulares de
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alta afinidad y el receptor X de acido retinoico. El complejo receptor-hormona localizado
en el nucleo genera la transcripcion, su modulacién deriva en la induccién o represién
del ARNm, resultando en la expresion proteinica necesaria (osteocalcina, osteopartina,
DBP, etc.) para producir la respuesta biolégica requerida?, estas respuestas no son
inmediatas, pueden tardar horas o incluso dias.

No-Genémico

La via no-gendémica consiste en la unién de compuestos de vitamina D a los receptores
de membrana que desencadenan la activacion de varias vias de transduccion
ocasionando respuestas bioldgicas rapidas en cuestion de segundos o minutos.

Los diversos efectos bioldgicos de la vitamina D han sido agrupados en dos categorias.

Efectos clasicos

Cuando la concentracion de calcio sérico disminuye (hipocalcemia), se secreta la
hormona paratiroide (PTH) que activa la producciéon de calcitriol ambas movilizan
células monoliticas de la médula 6sea que maduran a osteoclastos promoviendo la
resorcion o6seal®, El calcitriol secretado estimula la absorcion entérica, reduce la
excrecion renal, moviliza calcio desde los huesos e inhibe la produccién de PTH
haciendo que el nivel de calcio y fésforo en la sangre retorne a su normalidad. Cuando la
concentracion sérica de calcio aumenta (hipercalcemia), el calcitriol produce una
inhibiciéon de sus metabolitos activos en conjunto con la calcitonina (secretada por la
glandula tiroides) actian directamente sobre el esqueleto paralizando la resorcién 6sea,
promoviendo la deposicidn de calcio en los huesos y aumentando su excrecion renal.

Sistemas no clasicos

Se han descubierto receptores nucleares para 1,25(0H)2D3 en una variedad de células y
tejidos que no estan directamente relacionados con la homeostasis del calcio. Se sabe
que la 1,25(0H)2D3 esta involucrada en la expresion de mas de 100 proteinas y varios
oncogenes, sin embargo, su mecanismo de accién ain no esta muy clarol. En la tabla 2.2
se muestran los diversos efectos de la vitamina D y sus metabolitos sobre otros drganos.

Musculo | Efecto directo en el transporte y homeostasis de calcio.
Andlogos de vitamina D no hipercalcémicos en tratamiento de psoriasis

Piel . : : . . s
ejercen efectos antiproliferativos y a favor de la diferenciacion celular.
. Esencial para la secrecién normal de insulina. Puede prevenir diabetes
Pancreas | .
tipo L
Cerebro Aparentemente, incrementa la actividad de la acetilcolintransferasa en
regiones especificas.
. Induce la diferenciacion de monolitos y macréfagos. Promueve la
Sistema . g . . o .
inmune diferenciacion de células precursoras de leucemia mieloide. Inhibe la

sintesis y proliferacién de linfocitos B y T activados.

El tratamiento con vitamina D tiene una correlacién con varios tipos de
Otros cancer, particularmente de estémago, colon, higado, vesicula biliar,
pancreas, pulmoén, mama, prostata, vejiga y rinon.

Tabla 2.2. Efectos no cldsicos de la vitamina D y sus metabolitos3.
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Requerimientos nutricionales

Ingesta Recomendada

Debido a que la vitamina D3 es producida por via end6gena, podria no ser necesaria la
ingesta de la misma cuando la disponibilidad de rayos solares es suficiente. Las dosis de
vitamina D3 se convierten en un factor nutricional en ausencia de la exposicién a los
rayos solares. Sumado a los factores ya mencionados, la luz UV puede ser bloqueada por
factores como contaminacién, prendas de vestir y bloqueadores solares. La ingesta
diaria recomendada (IDR) en México y en EUA es:

Instituto Nacional de Nutricion

“Salvador Zubirdn”12 “Food and Drug Administration, FDA” 13

Nifios menores de 3afios, mujeres |[Nifios, mujeres y hombres menores de
embarazadas y ancianos: 10ug 50afios: 5ug

Mujeres en periodo peri y]

Nifos de 4-6afios: Sug posmenopdausico:10ug

Adultos y nifios mayores a 6afios: No
indicado debido al grado de exposicion |Ancianos: 15ug
solar.

*(UI=0,025ug de vitamina D).

Deficiencia

El déficit de vitamina D puede deberse a un reducido aporte en la dieta, a una
insuficiente exposicion a la luz solar o a una serie de factores que afectan de forma
negativa la produccion de la 1,25-(OH)2D3 tales como desordenes intestinales, de higado,
rifién, paratiroides y genéticos, consumo de alcohol y drogas, edad y diferencias en
género. La deficiencia de vitamina D resulta en una inadecuada absorcién intestinal y
renal de calcio y fosforo. Como consecuencia, sus niveles caen y la actividad de la
fosfatasa alcalina sérica y los niveles de PTH se incrementan ocasionando la
desmineralizacién 6sea que termina en raquitismo en nifios y osteomalacia en adultos.
Los sintomas clasicos asociados son piernas arqueadas, curvatura de la espina dorsal,
deformaciones en pelvis y torax, como resultado del estrés mecanico del hueso
desmineralizado.

Toxicidad

La hipervitaminosis D es una intoxicacion progresiva que varia segun la susceptibilidad
de los individuos y que puede aparecer si se sobrepasan las dosis maximas diarias
recomendadas. Los sintomas incluyen hipercalcemia, hipercalciuria, anorexia, sordera,
nauseas, vomitos, sed, alergia, debilidad muscular, poliuria, etc1#.
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Analisis

Espectroscopia UV

La primera técnica disponible para la cuantificacién de vitamina D fue la medicién de la
absorcién UV a 265nm, debido al sistema trieno conjugado que muestra caracteristicas
de absorcién. Esta técnica es rapiday sencilla, sin embargo, presenta la desventaja que la
muestra a analizar debe ser purificada escrupulosamente para eliminar interferencias y
sobreestimacion causados por contaminantes.

Métodos por técnicas colorimétricas

Se han utilizado diversos métodos aplicando técnicas colorimétricas, la mayoria se basa
en la isomerizacion de vitamina D a isotaquisterol. Debido a que el método presenta
problemas de sensibilidad, se utiliza para determinar principalmente el contenido en
preparaciones farmacéuticas.

Cromatografia de liguidos de alta eficiencia (CLAE)

La vitamina D es aislada de matrices complejas por métodos de extraccion de lipidos
totales. Durante numerosos afios, una variedad de técnicas cromatograficas han sido
utilizadas para separar la vitamina D y sus 37 metabolitos. Algunas de estas técnicas se
realizan en papel o en capa fina, usualmente requieren largos tiempos de desarrollo, se
obtienen resoluciones insatisfactorias y tienen una limitada capacidad. Las columnas
que tipicamente se han usado como soporte para separar mejor los compuestos de
vitamina D son alimina, Floridin, celita y silica. Sin embargo, ninguno de estos métodos
es capaz de lograr una buena resolucién entre la vitamina D2 y D3. La cromatografia de
gases es capaz de separar estos dos compuestos pero en el proceso la vitamina es
convertida a pirocalciferol e isopirocalciferol. La cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE), ha sido la mejor técnica para la separacion de la vitamina D y sus
metabolitos ya que es rdpida y proporciona un buen recobro con alta resolucion;
ademds, se ha convertido en el mejor procedimiento para separar compuestos
moleculares en diferentes areas, incluyendo la determinacion analitica de vitamina D y
sus metabolitos. El proceso de separacion tiene una alta resolucion y sensibilidad
dependiendo del detector utilizado. La mayoria de los procedimientos publicados
utilizan un detector UV. Sin embargo, si se utiliza un espectrémetro de masas acoplado
al cromatoégrafo de liquidos, se pueden obtener los patrones de fragmentaciéon de los
compuestos, con lo que se tienen métodos de andlisis mas sofisticados y con mayor
selectividad y sensibilidad. Ademas de lo mencionado, la CLAE reduce el trabajo manual
y disminuye los tiempos requeridos para la separacion.
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Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencial> 16

La técnica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) ha existido desde hace
mas de 35 afios, actualmente es una de las técnicas de separaciéon mas utilizada en
determinaciones analiticas tanto en laboratorios de investigacién como en la industria,
ya que reune varias caracteristicas de interés, entre ellas destacan el poder alcanzar
niveles de deteccion en el orden de trazas (hasta ppm), la posibilidad de realizar tanto
andlisis cualitativo como cuantitativo con alta precisién y, alta resolucién en la
separacién de los compuestos de matrices complejas.

Definicion

Es una técnica de separacion fisica/fisicoquimica que consiste en la introduccién de un
volumen pequeno de muestra liquida, dentro de una columna empacada con particulas
porosas (fase estacionaria), los compuestos de la muestra son trasladados a alta presién
a través de la columna por la fase mdvil desplazada con ayuda de una bomba. Los
compuestos son separados uno de otro por interacciones entre las moléculas y la fase
estacionaria, un detector determina cuando han salido de la columna.

La CLAE es una de las mejores técnicas para analizar compuestos no volatiles o
térmicamente inestables o susceptibles al calor, por ejemplo, firmacos, sales, proteinas,
polimeros, hidrocarburos pesados, productos naturales, trinitrotolueno, enzimas, etc.

Instrumentacion

Un cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia esta constituido esencialmente por los
siguientes componentes:

Fuente de fase movil

Es el recipiente que contiene la fase mgvil. Usualmente se utilizan frascos de vidrio o
polimero resistente con una tapa adecuada para prevenir el ingreso de particulas
ambientales. En el extremo del tubo de salida del solvente se conecta un filtro de acero,
teflon o vidrio con 2 6 10um de porosidad para impedir el ingreso de particulas hacia la
bomba.

Fig. 2.7. Frasco de vidrio, fuente de fase mévil (izquierda) y filtro (derecha).

En CLAE es posible lograr un nimero muy grande de diferentes separaciones con sélo
una columna variando la composicién de la fase mévil. No todos los solventes son
apropiados para ser utilizados en CLAE, deben cumplir con los siguientes requisitos:

# Alto grado de pureza.

# Alto poder solubilizante para los compuestos de interés.

* Bajareactividad (inerte).
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# Compatibilidad con el detector utilizado.
# Adecuado punto de ebullicion.

# Baja viscosidad.

# Seguro y no téxico.

La fase movil debe desgasificarse ya que el aire disuelto (oxigeno y nitrégeno) puede
producir ciertos inconvenientes, entre ellos destacan la liberacién de burbujas en el
cabezal de la bomba y en la celda del detector, oxidacién de analitos y variaciones en
algunos detectores. Entre los métodos de desagasificacion se encuentran los siguientes:

7+ Reflujo.

7+ Filtracién con vacio.

7+ Ultrasonido.

7+ Burbujeo de un gas inerte.

7+ Membranas.

Fig. 2.8. Desgasificador de gas inerte. Izquierda, mandémetro
para controlar presion y caudal del gas inerte. Derecha, tanque
contenedor del gas (He).
Bomba

La bomba es una pieza critica para el buen funcionamiento del cromatégrafo. Impulsa la
fase movil del reservorio del solvente hacia el inyector y desde alli hacia la columna.
Debe presentar las siguientes caracteristicas:

@ Flujo constante y libre de pulsaciones (ruido).
Amplio intervalo de caudal y exactitud del mismo.
Bajo volumen muerto.
Control de la presién maxima de operacion (sistema de corte).
En el caso de realizar gradiente, tener una buena precisiéon y exactitud en la
mezcla de solventes.
Las bombas estan construidas de materiales resistentes al ataque quimico y al desgaste
mecanico. Basicamente existen dos tipos de bombas: neumaticas y mecanicas, estas
ultimas a su vez se dividen en dos tipos:
de pistén (bombas reciprocantes) y de
desplazamiento. continuo - (bomba de
tornillo). De las mecanicas las primeras
son de uso mas difundido, versatiles y
faciles de usar.

|
]
]
|

Fig. 2.9. Bomba mecdnica de pistén. Médulo
completo (Izquierda). Cabezales de bombas de
pistones reciprocantes (Derecha).

Durante el andlisis cromatografico, la bomba debe proveer la fase movil de composicién
o poder de elucion constante (isocratico) o modificada con el tiempo (gradiente de
elucién), a través del incremento o disminucién en la proporcién de los componentes de
la mezcla que conforme a la fase movil, esto dltimo permite mejorar la resolucién de los
picos cromatograficos y reducir el tiempo de anadlisis. Se recurre al cambio del poder de
elucién cuando la modalidad isocratica no es suficiente para resolver todos los picos o
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cuando los compuestos de la muestra son muy diferentes en sus propiedades fisicas y
quimicas. Para realizar gradientes los equipos utilizan mezcladores y existen dos tipos:

@ Mezcladores de baja presion. Generalmente se emplea una bomba y con la ayuda
de valvulas solenoides se realiza la mezcla de los solventes en una pequeiia
camara antes de la bomba. Se pueden mezclar de 2 a 4 disolventes, presentan
bajo ruido de mezclado, y representa un menor costo, sin embargo, requiere una
buena desgasificacidn de los solventes para lograr alta reproducibilidad.

@ Mezcladores de alta presion. Utilizan una bomba de alta presiéon por cada
solvente que se quiera mezclar para formar la fase mdvil, la mezcla se realiza a
alta presién en una cdmara que se encuentra posterior a las bombas siendo
dirigido hacia el sistema. Permite cambios rdpidos en la composicién (por
ejemplo, 100% A - 100% B) con mayor precision, es costoso, y requiere un

Fig. 2.10. Mezclador cuaternario de baja presion (Izquierda). Fuente de fase movil,
desgasificador y mezclador conectados (Derecha).

Sistema de introduccién de muestra

Los sistemas de inyeccion permiten la introducciéon de la muestra sin interrumpir el
caudal. Sus principales caracteristicas son:

¢ Buena precisién de los volimenes de inyeccidn.

* Bajos efectos de memoria y dilucién de muestra.

¢ Capacidad de tomar muestras viscosas y de inyectar volimenes variables.

¢ Inerte al ataque quimico, capaz de soportar altas presiones y facil de operar.

Consta de un cuerpo fijo, un rotor que facilita los cambios de posicion de la valvula, una
valvula usualmente de seis vias que dirige el caudal hacia la columna y una tuberia
(“loop”) que contiene la muestra. La inyeccidn se realiza en dos pasos, en el primero,
denominado carga, la fase mévil pasa directamente a la columna y la muestra es
aspirada por vacio (en sistemas automatizados) o introducida por una jeringa (en
sistemas manuales) dentro del “loop”. En el segundo, la valvula es colocada en posicion
de inyeccion donde la muestra es removida del “loop” incorporandose al caudal dirigido
hacia la columna. Las valvulas pueden accionarse manual o automaticamente (se utiliza
cuando se tienen numerosas muestras por analizar o cuando la inyecciéon manual no es
practica). La calidad de la separacién en la columna también depende de la calidad de la
inyeccion.

Tipo Ventajas Desventajas
La derivatizacidn en linea es mas
Manual Mas utilizados, baratos. complicada, limpieza de la jeringa
manual.

Alta reproducibilidad, flujo
constante, completamente
automatizable, reduce tiempo y
trabajo del analista.

Automatico Equipo costoso.
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Fig. 2.11. Microjeringa, complemento del Fig. 2.12. Inyector manual de seis vias.
sistema de introduccién de muestra. Posicién de carga (Izquierda) y, de
inyeccion (Derecha).

Sistema de separacién

El sistema de separacién esta constituido por una columna elaborada de acero
inoxidable, vidrio 6 polimeros resistentes de 5, 15y 25cm de longitud y de 1 a 4,6mm de
didmetro interno; en cuyo interior se encuentra la fase estacionaria empacada con
particulas porosas pequefias de 5-25um, donde se realiza la separacion de los
compuestos de una muestra utilizando varios parametros fisicos y fisicoquimicos. El
proceso de retencién de los analitos es determinado por la eleccion de la fase
estacionaria y de la fase mdvil. Cuando la muestra y la fase mévil se introducen en el
sistema de separacion se realizan diferentes tipos de interacciones entre cada uno de los
compuestos, las cuales son responsables de la afinidad de cada compuesto por la fase
movil o la fase estacionaria. El compuesto con mayor afinidad a la fase estacionaria se
retendrad mas y eluira después que los compuestos con menor afinidad. Para cada
compuesto se establecera un equilibrio entre la especie contenida en la fase mévil y la
especie interaccionando .con la fase estacionaria. Las principales modalidades de
separacién son:

Fases quimicamente unidas

La particula base se modifica quimicamente para reemplazar sus grupos funcionales
activos por grupos funcionales que proporcionan determinadas caracteristicas de
polaridad. Dependiendo de la polaridad de los grupos funcionales unidos, se clasifica en:

Fase normal. También llamada cromatografia de adsorcién, se realiza sobre
fases estacionarias hidrofilicas como la silice o alimina microporosas y con solventes de
mediana a baja polaridad como fase mévil, por ejemplo hexano y acetato de etilo. Util
para la separacion de solutos de polaridad mediana a alta y para isémeros posicionales
con sustituyentes polares. El proceso de adsorcién estd gobernado por interacciones
especificas, las mas representativas son: interacciéon dipolo-dipolo, por puente de
hidrégeno, mecanismos de transferencia de carga, formacion del complejo 7.

Fase inversa o reversa. En la actualidad, es el modo mas utilizado. La fase
estacionaria es no polar o menos polar que la fase mdvil. La particula de fase ligada esta
compuesta por un material base (silicagel, alimina, agarosa, copolimero de estireno y
divinilbenceno, etc.) que se modifica quimicamente con un compuesto que contiene un
grupo funcional determinado (octadecil, octil, fenilo, nitrilo, amino, diol, etc.) para
reemplazar sus grupos funcionales activos de caracteristicas polares. Para que durante
el proceso cromatografico se produzca una diferenciacién entre las moléculas de analito
y las de la fase mévil, la superficie del adsorbente debe funcionar como un receptor de
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las moléculas de analito. El principal mecanismo de retencién esta dado por la particién
del soluto en la fase mévil y en la fase estacionaria, también pueden tener lugar
interacciones de adsorcion y un proceso mixto de adsorcién y particion.

Esta técnica puede ser usada para analizar compuestos no polares, polares, ionizables y
moléculas ionicas. Los materiales de fase reversa han tenido una diversa aplicacién y
largos tiempos de vida media. Ademas, presentan buena reproducibilidad entre lotes,
bajos tiempos de equilibrio, alta estabilidad mecanica y, tiempos y orden de retencion
predecibles.

Intercambio ionico

La fase estacionaria contiene grupos funcionales idnicos (por ejemplo, sulfatos o
tetraalquilamonio) y retiene el soluto, de caracteristicas i6nicas pero de signo opuesto,
intercambiandolo por un proceso, reversible con iones de la fase mévil, que
generalmente es una solucién acuosa de pH y fuerza idnica controlados. El proceso se
denomina de intercambio anidnico si el analito tiene carga negativa y cationico si tiene
carga positiva. Esta técnica es utilizada para la separacién de aniones y cationes
inorganicos y organicos en disoluciéon y para separar sales de colorantes idnicos,
aminoacidos y proteinas. Los materiales utilizados en cromatografia de intercambio
iénico, comparados con los de fase reversa, tienen menor tiempo de vida media, son
menos estables mecdnicamente y toman considerable tiempo para estabilizarse. Estas
columnas tienen aplicaciones limitadas en analisis de alimentos.

Exclusion molecular

Tedricamente no existe interaccion entre las moléculas de la muestra y la fase
estacionaria. La separacion esta basada en las diferencias de tamafio de las moléculas
que constituyen a la muestra, los analitos difunden dentro de los poros de las particulas
de un gel, formadas por un polimero (poliestireno, poliacrilamida, agarosa, silica porosa,
etc.) con mayor o menor grado de entrecruzamiento, los compuestos de mayor peso
molecular son menos retenidas debido a que migran a través de los canales formados
entre las particulas que son mayores que los poros de las mismas, las moléculas de
menor peso acceden al interior de los poros por lo que se retienen mas. Esta técnica
trabaja con dos modalidades: permeacion en gel, para el analisis de compuestos no
acuosos, y filtracion en gel, para compuestos hidrosolubles. La cromatografia de
exclusion molecular es usada para el calculo de pesos moleculares promedio de
macromoléculas, limpieza de muestras y, fraccionamiento y aislamiento de compuestos
de bajo peso molecular a partir de muestras que contienen mezclas de compuestos de
varios pesos moleculares.

Fig. 2.13. Izquierda, columnas analiticas de longitud 15cm y 5cm marca Phenomex®.
Derecha, columna conectada al instrumento.
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Detector

El detector es la parte del instrumento que percibe y ubica en tiempo y espacio la
posicion de las moléculas que provienen de la columna de manera continua. Este debe
generar un fendmeno fisico ya sea de los compuestos o de la fase mévil y medirlo de
manera continua. Ademds de lo anterior debe cumplir también las siguientes
caracteristicas:

# Amplio rango dindmico de respuesta.

* Poseer respuesta lineal.

# No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumna.
# Tener sensibilidad apropiada.

# Poseer buena relacion senal ruido.

# Tener constante de tiempo baja.

Se clasifican en generales, que miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase
movil que contiene el analito comparada con la misma fase movil pura; y, detectores
selectivos, que son sensibles a alguna propiedad del soluto. Los detectores utilizados en
CLAE son:

# UV /Vis: detecta compuestos organicos con instauraciones, diénicos, carbonilicos
o, B insaturados, aromaticos y sustituidos con grupos funcionales que contengan
grupos carbonilo. Es el mas utilizado, tiene la capacidad de confirmar la presencia
de ciertos compuestos, sus metabolitos y derivados. Posee buena sensibilidad e
intervalo lineal, no destructivo, puede emplearse en modalidad de gradiente,
poco sensible a los cambios de caudal y temperatura.

# Fluorescencia: se utiliza para el andlisis de sustancias que presentan
fluorescencia “natural” o conferida por derivatizacion. Utiliza una longitud de
onda de excitacion y otra de emisidn. Presenta alta selectividad y sensibilidad.

~ Indice de refraccién: mide la diferencia de indice de refraccién entre el solvente
puro y el solvente que contiene la muestra. Es universal, no destructivo, poco
sensible, se afecta con el cambio de la temperatura, no se utiliza en modalidad de
gradiente.

#+ Conductimetro: mide la conductividad especifica del efluente proveniente de la
columna, los compuestos de la muestra generan un cambio en la conductividad
del efluente y de esta manera son detectados. Su respuesta es lineal, dependiente
de la temperatura y susceptible a los cambios de flujo de la fase mévil por lo que
trabaja mejor en modo isocratico; selectivo, es utilizado principalmente en
cromatografia de intercambio idnico.

s Electroquimico: detecta compuestos capaces de ser oxidados y reducidos, emplea
tres electrodos, el de trabajo, de referencia y el auxiliar. Requiere que la fase

movil sea conductiva, es destructivo, muy sensible y altamente selectivo.

~ Sistemas acoplados: como el espectrometro de masas que detecta casi cualquier
tipo de sustancia desde atomos hasta moléculas de 150 000Da, posee alta
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sensibilidad, es una técnica universal; la fase movil puede interferir con el
proceso de ionizacidn.

Fig. 2.14. Detector UV-Vis, médulo completo (Izquierda). Celda flujo continuo
(Derecha).

Sistema de registro

Convierte la sefial proveniente del detector en un grafico conocido como cromatograma
de cuya interpretacidon se obtienen ciertos parametros que permiten realizar analisis
cromatograficos. Para que el sistema de registro proporcione los datos deseados,
conviene definir lo que debe de integrar de acuerdo a algoritmos matematicos
especificos. El sistema de registro puede ser un integrador 6 una computadora.

Fig. 2.15. Integrador.

Analisis Cromatograficos

Como ya se ha mencionado, esta técnica permite realizar determinaciones analiticas
cualitativas y cuantitativas. Es necesario tener presente que inicialmente, se debe
conocer el objetivo del analisis sobre una muestra asi como la procedencia y tratamiento
de la misma. Antes de explicar cada tipo de andlisis es necesario conocer la informacién
que proporciona un cromatograma.

Cromatograma y parametros cromatograficos

Un cromatograma es un grafico de la respuesta del detector en funcion del tiempo de
avance de la corrida. Comienza en el momento en que la solucién de ensayo es inyectada.
A continuacién se muestra un cromatograma, los datos que se pueden extraer de él y los
parametros que brindan informacién importante en el analisis.
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Fig. 2.16. Cromatograma

Caracteristicas del pico cromatografico. Cada pico representa por lo menos un
compuesto constituyente de la muestra. El pico tiene una distribucién normal por lo que
sigue un comportamiento gaussiano. Se trazan dos lineas tangentes a los puntos de
inflexién del pico cromatografico. Todos los datos que proporciona el registrador se
basan en el tridngulo trazado.

¢

4

Linea base. Es la sefial eléctrica que genera la fase movil cuando sale de la
columna en ausencia de algun analito que sea detectado. Sobre el grafico, es la
linea recta dibujada paralela al tiempo.

Tiempo muerto (t,). Tiempo que tarda en trasladarse una molécula que no
interacciona con la fase estacionaria y que es percibida por el detector a través
del sistema.

Tiempo de retencion (t:). Tiempo que tarda en eluir una molécula que si
interacciona con la fase estacionaria. Se mide a partir de la inyeccidén hasta el
punto de maxima sefial del pico cromatografico.

Ancho de la base (Wp). Es la diferencia entre las intersecciones de las lineas
tangentes a los puntos de inflexion del pico y la linea base. Se mide en unidades
de tiempo

Ancho de la mitad de la altura del pico (W1,2). A la mitad de la altura del
triangulo, es la diferencia entre las intersecciones de las lineas tangentes a los
puntos de inflexion del pico y la linea base.

Area (A). Es la superficie calculada para el tridngulo formado, la punta compensa
la base. Permite determinar la concentracion de cada compuesto por separado.
Altura (h). Es la distancia entre la linea base y la punta del triangulo.

Con estos datos se pueden calcular ciertos pardmetros:

¢

Tiempo de retencion corregido (t.'). Es el tiempo real de interaccion entre un
compuesto y la fase estacionaria ya que se elimina el tiempo de traslado de las
moléculas a lo largo del sistema. Experimentalmente se calcula mediante la
diferencia entre el tiempo de retencion y el tiempo muerto.

t'=t —t,

Eficiencia (N). Da una idea general de qué tan bueno es el sistema para separar
los componentes por medio del nimero de platos teéricos, que pueden definirse
como los puntos donde se equilibra el sistema. Se calcula para inspeccionar la
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columna y para saber como se comportan los compuestos de interés con respecto

a la fase estacionaria. En la practica se calcula con la siguiente ecuacion:
2 2

'
=5,545) r
b
b Wi
En ocasiones se prefiere usar la ecuacion donde se maneja W12 ya que se observa
menor variacion en los resultados. En el cromatograma la eficiencia se observa a

través de la delgadez del pico, una columna tendra mayor eficiencia cuanto mas
delgados sean los picos.

N=16| "

Factor de capacidad (k’). Representa la relacion entre la cantidad de soluto en la
fase estacionaria y la cantidad de soluto en la fase mévil.
k’ = Cantidad de soluto en la fase estacionaria
Cantidad de soluto en la fase mévil.
Este parametro se relaciona con la Keq por medio de un factor B, llamado relacién
de fases, que representa el cociente del volumen de la fase mdvil entre el volumen
de la fase estacionaria.

B = volumen de la fase movil
volumen de la fase estacionaria
Si se conoce el valor de la relacién de fases, al multiplicarlo con el factor de
capacidad se puede obtener Keg:
Keq = B k,

Experimentalmente, k’ es el cociente entre el tiempo que permanece el soluto en
la fase estacionaria y el tiempo que permanece en la fase mévill” y se calcula con
la ecuacion:

La eficiencia esta condicionada a un valor de k’ que debe incluirse en un intervalo
de 5-10 para columnas empacadas lo que indica que se tienen 2 000 a 3 000
platos tedricos por metro, si se tiene un valor menor a 5 significa que los
compuestos no usaron-una cantidad aceptable de platos tedricos, y si se tiene un
valor mayor a 10 indica que los picos presentan ensanchamiento generado por
fendmenos diferentes a la retencion.

Selectividad (o). Da una idea de la afinidad de los compuestos con respecto a la
fase estacionaria. En el cromatograma se observa a través de la diferenciacion de
picos, una fase estacionaria es mas selectiva si se logran distinguir mas picos en
una misma zona. Experimentalmente se calcula como el cociente entre los
tiempos de retencion corregidos 6 los factores de capacidad de un par de picos.
Siempre se divide el t.” del compuesto que tardé mas en eluir entre el que tardo
menos, por lo que el valor de o debe ser mayor o igual a uno.
'
_ky by

T

1 Ul
Resolucion (Rs). Es una medida cuantitativa de la separacién de dos picos. Es el
parametro que se debe calcular en cualquier andlisis para asegurar la separacidn.

De acuerdo a una serie de estudios estadisticos basados en las caracteristicas
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gaussianas del pico, el valor de ¢ se obtiene al aplicarle raiz cuadrada a la
varianza, que es determinada por la mediciéon de la anchura del pico a una
fraccion fija de la altura del pico. Cuando se tiene At = 60 se tendra una
resolucion de 1,5 que indica una separacién de por lo menos un 99,73%.
Experimentalmente se calcula por medio de la ecuacién:

Rs — 2(Atr ')
W, +w,)

La resolucion se relaciona con los pardmetros mencionados a través de una
ecuacion establecida teéricamente considerando estos factores:

JN a-1 k'

4 o 1+k'
Esta ecuaciéon a grandes rasgos indica-que al elegir una buena columna
(eficiencia), una buena fase estacionaria donde los solutos sean afines a ella
(selectividad) y, si las condiciones cromatograficas de fase estacionaria y fase
movil elegidas por el analista son adecuadas (factor de capacidad), se tendra una
buena resolucién

Rs =

Andlisis Cualitativo.

Este tipo de andlisis permite conocer la identidad de algin compuesto presente en la
muestra en estudio. En cromatografia se realiza utilizando los tiempos de retencién de
cada compuesto y siguiendo una serie de pasos:

Paso 1. Comparacion de los tiempos de retencion. Una vez obtenido el perfil
cromatografico de la muestra en estudio, se comparan los tiempos de retencion de sus
analitos con estandares, como ya se menciond, previamente se debe tener una idea de
los compuestos que se encuentran presentes en la muestra para determinar los
estdndares a utilizar. La muestra y los estandares se deben inyectar a las mismas
condiciones. En base a los resultados se pueden tener dos casos:

ﬂ A Caso 1 Caso 2
— Los tr de los picos de
la muestra coinciden
1 B conlos tr delos Al menos el t- de
A estandares. A cada uno de los picos
ﬂ i /3\ e . pico le corresponde 'de 'la muestra
e s6lo un estandar. coincide con dos o
Muestra A ¢ mas estandares.
i Se termina el analisis
D indicando a qué Se debe continuar
i estandar corresponde | con el siguiente
- B cada pico en la paso.
Estandares muestra.

Fig. 2.17. Ejemplo de comparacién de
tiempos de retencion.
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Enlafig. 2.17 se observa que al pico 1 de la muestra le corresponde el estandar A, al pico
2 el estandar B, pero el pico 3 coincide con los estandares C y D, por lo que se debe
continuar con el paso 2 para discernir entre los estandares cual de ellos corresponde al
compuesto presente en la muestra.

Paso 2. Adicion a la muestra. Se afiaden a la muestra en pequefias cantidades los
estandares que podrian corresponder al pico en cuestion, y se observa si se tiene una
deformacion en el pico o no con crecimiento del mismo, en el ejemplo de la fig. 2.21 se
afiadirian a la muestra los estdndares C y D por separado. Nuevamente se tendran dos
casos:

Caso 1 Caso 2
El pico crece simétrico y sin deformarse El pico se deforma con ambos
con Cy se deforma con D. estandares.

v v

Se puede concluir que el compuesto dela | Esto indica que co-eluyen pero no son el

muestra y del estandar C son el mismo. mismo compuesto, esto es, son
compuestos que tienen afinidad similar a
Se termina el andlisis indicando a qué la fase estacionaria.
estandar corresponde cada pico en la
muestra. Se debe continuar con el siguiente paso.

Paso 3. Comparacion con dos o mas fases estacionarias. Se cambia de fase
estacionaria, con esto se busca modificar los equilibrios y en consecuencia la elucién de
los compuestos. Al cambiar la columna, se debe iniciar el analisis desde el paso 1. Si se
tuviera el caso 2 del paso 2, nuevamente se tendria que cambiar la columna y repetir el
procedimiento. Si no se lograra identificar el pico en cuestion, se proseguiria con el
siguiente paso.

Paso 4. Cromatografia preparativa. Se trata de un sistema cromatografico de mayores
dimensiones, consta del mismo instrumental pero el sistema de introduccién de muestra
y la columna tienen mayor capacidad para introducir cantidades mayores de muestra, se
utiliza para aislar a los compuestos que no pueden analizarse con los puntos anteriores.
Una vez aislados se envian a otros sistemas de analisis cualitativo como infrarrojo,
resonancia magnética nuclear, etc.

Actualmente ademas se cuenta en la técnica de cromatografia con sistemas acoplados
con técnicas cualitativas como Espectrometria de Masas, Espectroscopia Infrarroja y
Espectroscopia RMN, siendo la mas vendida en el caso de CLAE el acoplamiento a
Espectrometria de Masas. Cuando se tienen estos sistemas, no es necesario realizar los
pasos anteriores, a excepcién del paso 1, ya que ademas de contar con los tr para
comparar se contard también con el Espectro de Masas, pudiendo comparar éste
también con el de los estandares.

La desventaja del analisis cualitativo es que se debe de contar con los estdndares
requeridos, o bien, poseer un cromatégrafo con un sistema acoplado de deteccién y con
el experto para deducir la estructura que da dicha informacién; lo que representa un
incremento en los costos del analisis.
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Andlisis cuantitativo.

Permite determinar la cantidad de los compuestos analizados, los datos que se usan para
hacer andlisis cuantitativo son la altura 6 el area del pico cromatografico, esta dltima es
la mas utilizada ya que se obtiene mejor precisién en los resultados. Los métodos de
cuantificacion mas utilizados son:

1. Normalizacion. Es el calculo de la composicién porcentual de cada compuesto en
la muestra. Se suman todas las areas de los compuestos que salen en el
cromatograma, obteniendo lo que se considerard como area total (Ar),
posteriormente se divide cada area entre esa area total y con base en esto se
calculan los porcentajes de cada compuesto. Pero este método debe cumplir que
los compuestos generen una respuesta semejante en el sistema cromatografico.

2. Normalizacion con factor de correccion. Se basa en el mismo principio que la
normalizacién, pero se utiliza un factor de correccion establecido para corregir la
variacion de la respuesta generada de cada compuesto en el detector. El area de
cada compuesto se multiplica o divide con respecto al factor de correccion, y se
realiza el mismo procedimiento matematico que en el método de normalizacidn.
Este método debe de seguir cumpliendo la parte de que todos los compuestos
que forman a la muestra sean introducidos al sistema, sean separados y sean
detectados por el sistema cromatografico.

3. Estandar externo 6 calibracion absoluta. En el caso de cromatografia este
método esta basado en la aplicacion del término Factor de respuesta (Fr), que por
definicidn es:

Fr=Area/Concentracién

Se reordena esta ecuacidn para construir una curva de calibracién con estandares
del analito de interés a concentraciones conocidas cuyo incremento debe ser
constante a lo largo del intervalo, una vez construida la curva (area en funcién de
concentracion), se espera obtener una tendencia lineal y asi conocer la ecuacién
de la recta de donde se extrae el valor de la pendiente que en el caso de
cromatografia es el valor del factor de respuesta (Fr) y se calcula la concentracién
del analito, despejando la incégnita de la ecuacién reordenada:

A= FrC

Se debe buscar que la concentracion del analito en la muestra caiga en la zona
centroide del intervalo.

4. Estandar interno 0 calibracion relativa 6 indirecta. En el caso de
cromatografia este método estd basado en la aplicaciéon del término Factor de
respuesta relativo (Fr:), que por definicion es:

Frr=Fr del compuesto/Fr del estandar interno

Al desdoblar la definicidn del Fr para cada caso y reordenando la ecuacién para
construir una curva de calibracion con estdndares como en el método de
estandar externo (cuyo incremento debe ser constante a lo largo del intervalo),
pero en las disoluciones de cada estdndar se adiciona una misma cantidad
conocida de estdndar interno. Para construir la curva de calibracion se grafica el
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area relativa (Area del compuesto/Area del estandar interno) en funcién de la
concentracion relativa (Conc. del compuesto/Conc. del est. interno) y se espera
que ésta tenga una tendencia lineal, y asi conocer la ecuacion de la recta de donde
se extrae el valor de la pendiente que en el caso de la cromatografia es el valor del
factor de respuesta relativo (Fr:) y se calcula la concentracién del analito,
despejando la incognita de la ecuacién reordenada:

C

compuesto F compuesto
=Ir
r

C

estdndarinterno estdndarinterno

El compuesto utilizado como estindar interno debe cumplir con ciertas
caracteristicas, entre ellas las dos mas importantes y que deben cumplirse de
manera obligatoria son que el compuesto utilizado no se encuentre presente en la
muestra a analizar y que se coloque a la misma concentraciéon tanto en las
disoluciones estdndar como en-la disolucién de la muestra que se inyecta al
cromatdégrafo.

Este método se utiliza para mejorar la precision del sistema de introduccion de
muestra en cromatografia.

Adicion patron. En este método se construye una curva de calibracion a la que
se afiade una. cantidad constante de la muestra a las disoluciones de los
estandares y a un blanco. Este método se realiza para evaluar si existen
fen6menos de matriz o cuando se trabaja en el limite de cuantificacion del
instrumento.
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Validacion18 19

El aseguramiento de la calidad describe el conjunto de actividades planteadas y
sistematicas que lleva a cabo una empresa, con el objeto de brindar confianza de que un
producto o servicio cumple con los requisitos de calidad especificos20. Dentro de estas
actividades se incluye la validaciéon de técnicas, métodos y documentacién entre varios
procedimientos mas. El objetivo principal de un procedimiento analitico es la generacién
de informacién cualitativa, cuantitativa o estructural sobre cualquier tipo de materia o
sistema?l. Debido a que la calidad de los datos producidos es fundamental, 1a validacion
es una herramienta importante en el analisis quimico.

Definicion

Validacion es la evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso
especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con las especificaciones
y los atributos de calidad establecidos?2. Normas nacionales e internacionales establecen
que la validacién es uno de los requisitos técnicos que los laboratorios deben cumplir
para demostrar que operan un sistema de calidad, son competentes y son capaces de
generar resultados técnicamente validos.

La validaciéon de un instrumento o sistema es imprescindible antes de validar la
metodologia analitica en la que va a ocuparse dicho instrumento. En un proceso de
analisis hay fuentes de error inherentes, por lo tanto, es importante que éstos y los
elementos que intervienen en el andlisis se eliminen o controlen antes de iniciar el
proceso de validacion.

El sistema y el método deben ser validados cuando es necesario verificar que sus
parametros son adecuados para el uso en un problema analitico particular?l. Su objetivo
principal es garantizar que el sistema, método y lugar donde se implementan son
capaces de lograr resultados rutinarios dentro de las especificaciones del método y que
sus resultados son confiables. La validacion se considera distinta a las actividades
realizadas en forma habitual, es decir, no es necesario llevarla a cabo cada vez que se
vaya a utilizar la técnica o el método pero si se realiza a intervalos periddicos planteados
en el sistema de calidad del laboratorio e informa qué desempefio se puede esperar que
proporcione a futuro dicho método o sistema. La validaciéon de cada ensayo o de cada
método de prueba debe realizarse caso por caso, para asegurar que los parametros son
apropiados para el uso que se pretende. Debe plantearse primero la aplicacién y el
objetivo que persigue el método y con base a estos criterios, seleccionar qué parametros
deben ser validados. Se hace uso de una serie de pruebas que al mismo tiempo que
comprueban cualquier suposicién en la que el método analitico se basa, también
establecen y documentan los pardmetros del desempefio del método o sistema. Los
parametros de desempeiio tipicos considerados en un ensayo de validacion son:

. Condiciones 6ptimas de trabajo.
Confirmacion de identidad.
Selectividad/Especificidad.
Linealidad de sistema.
Linealidad de método.
Precision de sistema.
Precisién de método (repetibilidad, reproducibilidad).
Exactitud.
Recobro.

® S & 6 6 O 0o
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Sensibilidad.

Limites de detecciéon y cuantificacion.
Estabilidad de estandares y muestra.
Robustez/Desigualdad.

Etc.

* & & o o

Se puede prescindir de la evaluacién de algunos parametros dependiendo del método
utilizado. En este trabajo se determinaron los parametros remarcados con negrillas
para validar el sistema cromatografico en estudio.

La parte medular de la validacién es la aplicacién de toda una serie de férmulas y
criterios para el manejo de los datos que se obtienen en el laboratorio al hacer un
analisis o experimento de manera repetida. El agrupamiento, manejo y evaluaciéon de los
mismos arroja resultados que se han uniformizado para poder establecer con base en
ellos, si un método o técnica son validos o no. En el proceso de asignar un valor
determinado a un criterio se requieren operaciones tales como repetir las mediciones de
los parametros, comparar unos resultados con otros y confirmar o rechazar hipdtesis,
siendo la estadistica una herramienta fundamental para la extracciéon de informacion
quimica. Las técnicas de estadistica paramétrica son validas y las mas utilizadas.
Finalmente, la documentacién es la manera de presentar, mantener y conservar los
resultados de la validacién. A continuacién se describiran los parametros evaluados en
este trabajo, mencionando el tratamiento estadistico requerido en cada uno de ellos.

Condiciones optimas de trabajo

Para todos los métodos analiticos se recomienda la evaluacion de la aptitud del sistema
ya que permite verificar que el sistema de medicion funciona apropiadamente,
independientemente de las condiciones ambientales. Los fabricantes de instrumentos o
sistemas de medicién generalmente suministran especificaciones y procedimientos
escritos, ademas, existen normas y publicaciones para técnicas especificas de andlisis
que guian al analista a seleccionar las condiciones éptimas de operacién para el mejor
desempefio del sistema de medicidn.

Confirmacion de identidad

Es necesario establecer que la sefial producida en la etapa de medicién u otra propiedad
medida, sea solo debida al analito y no a la presencia de algo quimica o fisicamente
similar o que se haya presentado como coincidencia. Generalmente, se realizan ensayos
cualitativos, en cromatografia es comun utilizar el tiempo de retencién de los analitos
para este tipo de analisis, asi como la revisién de un blanco del sistema y del disolvente.

Linealidad de sistema

La linealidad se refiere a la proporcionalidad entre los resultados del andlisis, en este
caso, la sefial obtenida por la técnica instrumental y la concentraciéon del analito en
estdndares dentro de un intervalo dado. La linealidad puede evaluarse mediante la
inspeccidn visual de una grafica o curva de calibracion de las sefiales como funcién de la
concentracion o contenido del analito. Lo habitual y mas deseable es que la grafica se
aproxime a una linea recta, si hay una relacion lineal, los resultados de la prueba pueden
evaluarse mediante el calculo de una linea de regresion con el método de minimos
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cuadrados, el cual define que la relacion funcional entre dos variables con
comportamiento lineal, esta descrita por la ecuacion:

y=mx+b

Donde y es la variable dependiente, x la variable independiente, b el intercepto en el eje
de las ordenadas y m, la pendiente de la linea. Lo que interesa es determinar si los dos
valores estan relacionados de manera proporcional, el coeficiente de correlacién r es
una medida cuantitativa de esta relacion. En el caso de que en la técnica empleada la
curva de calibracion pase a través del origen (como se espera en la cromatografia), el
valor de la ordenada debe ser cero. Para decidir si se utiliza la ecuacién designada para
la técnica en cuestion o la ecuacion de una linea recta se realiza un tratamiento
estadistico mediante una prueba de hipdtesis sobre la ordenada utilizando como
estadistico de prueba la “t de Student”. Para realizar la inferencia estadistica se deben
establecer las hipoétesis a evaluar, para este procedimiento, se utilizan hipdtesis relativas
a una media ya que se desea demostrar que el resultado experimental es igual o
diferente a un valor de referencia, en este caso, interesa conocer si la ordenada es igual o
no al cero. Para ello se establece la siguiente prueba de hipdtesis:

Ho:'b =3, donde B = 0 (Hipétesis nula)
Hi:b#f (Hipdtesis alterna)

Se calcula el valor experimental de la variable “t de Student”:
b-p

Se

nSxx

Sxx+ (nf)2

feal. =

donde:

b = Ordenada al origen.

B = Ordenada al origen poblacional.

Se = Error tipico de estimacidn.

Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente.
n = numero de determinaciones.

X = Media experimental.

y del error tipico de la estimacidn:

SxxSyy — (Sxy)*
(n—2)nSxx

Sxy = nzn: XY —(Zn:XlJ(Zn:YzJ
= =1 =

En toda prueba de hipétesis se debe comparar el valor calculado contra algin valor de
referencia obtenido de tablas con un nivel de significancia a, es decir, el riesgo maximo
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que se esta dispuesto a correr, generalmente del 5% cuando se comienza un estudio,
cuando no se pueden correr riesgos este se baja al 2 6 1%, y en estimadores muy burdos
se puede subir hasta 10%. Para esta prueba, ty es el valor de tablas de la “t de Student”
con n-2 grados de libertad, ya que los valores de m y b fueron remplazados por las
estimaciones de minimos cuadrados, como se trata de una prueba bilateral el valor de
comparacion es tq/2, y el criterio de rechazo de la hipétesis nula es:

Ceal< -ty/2 0 teal> toy2

Al comparar los valores de t calculados y de tablas, se toma una decision
correspondiente al rechazo o aceptacién de las hipétesis planteadas, y en consecuencia
se llega a una conclusion del objetivo planteado al inicio de la prueba. Una vez que se
establece en la validacion que la funcién de calibracion es lineal y se sabe qué ecuacion
aplicar para realizar el analisis cuantitativo, se puede utilizar una estrategia de
calibracién mas sencilla como rutina.

Intervalo de confianza sobre los valores de calibracién (IC)

Se conoce comunmente como cinturén de confianza y se usa cuando se desea saber si un
punto de calibracién esta fuera de la recta y puede rechazarse como valor aberrante. Si
un punto de la curva de calibracién queda fuera del cinturén de confianza, se puede
rechazar con un riesgo o. El IC calculado sobre la pendiente se utiliza cuando se hacen
analisis rutinarios, principalmente en areas de control de calidad. EL IC calculado sobre
la ordenada se utiliza para confirmar que la ordenada pasa o no por el origen. A
continuacion se muestran las ecuaciones utilizadas para calcularlos.
¢ Intervalo de confianza para la ordenada (ICpb).

Sxx+nX)*
nSxx

IC=b=xtaiSe

¢ Intervalo de confianza parala pendiente (ICm).

IC=m=*ta25e. |-
Sxx

Precision de sistema

Es el grado de concordancia entre resultados de pruebas independientes cuyos valores
son obtenidos por mediciones repetidas de una magnitud bajo condiciones especificas.
Es el componente aleatorio de la incertidumbre, depende Gnicamente de la distribucion
de los errores aleatorios, no tiene relaciéon con el valor verdadero, generalmente
depende de la concentraciéon del analito. Se expresa matemadaticamente como la
desviacidon estandar (s), la varianza (s?) o mas comunmente como el coeficiente de
variacién (CV) bajo condiciones especificas de medicién. La precision de un sistema o
técnica (como es el caso de esta tesis) se evallla preparando por lo menos siete
disoluciones estdndar a la misma concentracidon, cada una de ellas se analiza por
quintuplicado, con los datos obtenidos se calculan los parametros estadisticos
requeridos. Es de suma importancia realizar el procedimiento siempre de la misma
manera y bajo las mismas condiciones para no incrementar la dispersion. Una vez
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obtenido el valor de dispersién experimental se prosigue con la prueba de hipétesis
sobre este valor a través de una prueba “ji cuadrada”. Para realizar la inferencia
estadistica se utilizan hipotesis relativas a una varianza para saber si la dispersién de los
resultados experimentales cumple determinada condicion, en este caso, se desea saber
si la varianza de los resultados es inferior a la varianza maxima aceptada, que esta
relacionada con el coeficiente de variacién cuyo valor en andlisis quimicos, cuando no se
tiene experiencia en el manejo de la técnica, tipicamente debe ser inferior al 5%, en el
caso de la técnica de cromatografia instrumental se exige que sea menor al 2% en
validaciones alimentarias y farmacéuticas. Para desarrollar esta prueba se establecen las
hipétesis a evaluar:

Ho: s2 =062 (hip6tesis nula)
Hi:s2> 062 (hipotesis alterna)
donde:
s2 = Varianza obtenida experimentalmente.
o2 = Valor teérico de referencia obtenido del CV, por lo menos del 5%.

Se calcula el estadistico de prueba “ji-cuadrada” experimental con la ecuacion:

, (=15’
cal — 2
(0

o
donde:
n = Nimero de determinaciones.
s2 = Varianza experimental.
Go?= Varianza maxima aceptada.

Posteriormente, se debe comparar el valor calculado contra algin valor de referencia
obtenido de tablas con un nivel de significancia o al 5%. Para esta prueba, %’ es el valor
de tablas con n-1 grados de libertad, como se trata de una prueba unilateral el criterio de
rechazo de la hipotesis nula es:

Xcal2 > Aa, n-12

Al comparar ‘los valores de %2 calculados y de tablas, se toma una decisi6on
correspondiente al rechazo o aceptacién de las hipétesis planteadas y, en consecuencia
se llega a una conclusion del objetivo planteado, donde se decide si el sistema es preciso
con referencia al coeficiente de variacion establecido al inicio de la prueba.

Intervalo de confianza sobre el valor de dispersién.

Se calcula para establecer si valores obtenidos de experimentos posteriores aun se
encuentran dentro de los valores establecidos de precision del sistema. En este caso se
calcula el intervalo de confianza para la varianza al nivel de 1- 6, para ¢*:

—1)s* -1)s*
(n 2)S <S2<(n 2)S
X a Xa
2 2

donde:

2 2
Zl_g ; Zg = Valores de ji-cuadrada obtenidos de tablas.
2 2

-32-



Capitulo II. Marco Tedrico. Validacién

Estabilidad

Aunque la estabilidad de la solucién o muestra analitica no es estrictamente un requisito
de validacion, es importante verificarla, ya que puede ser una fuente de error y variaciéon
en el método, principalmente en aquellos en que las muestras y/o estandares deben
permanecer largos periodos de tiempo antes de ser analizados, como es el caso de las
técnicas cromatograficas automatizadas, donde las muestras permanecen en el inyector
durante varias horas. El tratamiento estadistico se realiza en dos etapas.

Etapa l. Prueba de hipdtesis relativa a dos varianzas.

Debido a que en mediciones quimicas se obtienen estimadores de la media y varianza de
muestras pequeiias, se realiza previamente una comparacion entre las incertidumbres
para conocer si son comparables a pesar del tiempo que ha pasado entre los analisis, a
través de una prueba de hipétesis relativa a dos varianzas, que se utiliza cuando se
comparan dos métodos, técnicas o experimentos. La comparacién se realiza con una
prueba “F de Fisher” como se describe a continuacidn, se establecen las pruebas de
hipétesis a evaluar:

Ho: 512 = s22

Hi: 512 # s22
donde:
s12 = Varianza de mayor valor obtenida experimentalmente.
S22 = Varianza de menor valor obtenida experimentalmente.

Se calcula el valor experimental “F de Fisher”:

2

s
Fcal = 2
S

Se debe comparar el valor calculado contra algtiin valor de referencia obtenido de tablas
con un nivel de significancia o al 5%. Para esta prueba, la F de tablas es el valor que se
obtiene con n; -1 grados de libertad para el denominador y nz-1 grados de libertad para
el numerador, como se trata de una prueba unilateral el criterio de rechazo de la
hipétesis nula es:

Fea > Foy2,n1-1,n21

Al comparar los valores de F calculada y de referencia, se toma una decision
correspondiente al rechazo o aceptacion de las hipdtesis planteadas y, en consecuencia,
se llega a una conclusion del objetivo planteado, donde se determina si las
incertidumbres son comparables o no, en este trabajo, se utiliz6 para determinar si el
analista mantuvo la misma precisiéon durante la prueba. Con base a esta conclusidn, se
toma la decision de cdmo se realiza la siguiente prueba sobre las medias.

Etapa Il. Prueba de hipdtesis relativa a dos medias

Para realizar la inferencia estadistica se debe establecer la prueba de hip6tesis a evaluar,
en este procedimiento se trata de hipdtesis relativas a dos medias, utilizada para
determinar si los resultados de dos experimentos pertenecen a la misma poblacion, o
bien, si dos métodos de andlisis arrojan resultados semejantes. En este trabajo, se hace
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uso de ella para determinar si las disoluciones estandar permanecen iguales bajo ciertas
condiciones de almacenamiento con el paso del tiempo. La comparacién se realiza con
una prueba “t de Student”. Independientemente del resultado obtenido en la prueba de
la etapa |, se establecen las hipotesis:

Ho: 1 =2 6 pa-p2 =0

Hi: p # M2
donde:

U1 = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a s:? de la etapa I.
U2 = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a s2? de la etapa I.

Dependiendo del resultado obtenido de la prueba en la etapa |, es decir, si las varianzas
son comparables o no, se usan dos procedimientos matematicos diferentes:

Comparacion entre dos medias de muestras con varianzas comparables.

Se calcula con la siguiente férmula la “t de Student”.
¢ [= X1= X2 \/nlnz(n1+n2 -2)
cal —
N/(’% —1)s} +(n, —1)s2 n +n,

Para este caso, ty,2 es el valor obtenido en tablas con n; +nz - 2 grados de libertad.

Comparacién entre dos medias de muestras con varianzas diferentes.

Se calcula con la siguiente férmula la “t de Student”.

XX

Para este caso, ty/2 es el valor de tablas con ¢ grados de libertad, calculados con la

ecuacion:
2 2
ST S
Sy %
nl n2

2 2
th s
n n,
+

n, —1 n,—1

¢=

para ambas pruebas:

x, = Media experimental correspondiente al valor s12

x, = Media experimental correspondiente al valor sz?

ni = Nimero de determinaciones correspondiente al valor s12
n, = Numero de determinaciones correspondiente al valor s;2
s12 = Varianza de mayor valor.

s2? = Varianza de menor valor.
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En cualquiera de los dos casos, €l valor de tca se compara contra el obtenido de tablas
con un nivel de significancia oal 5%, tomando en cuenta los grados de libertad
correspondientes. Al tratarse de una prueba bilateral el valor de comparacion es tq/2, y el
criterio de rechazo de la hipétesis nula es:

teal < -tg/2, gl 0 tea > to/2 gl

Al comparar los valores de t calculados y de tablas, se toma una decision
correspondiente al rechazo o aceptacién de las hipétesis planteadas, y en consecuencia
se llega a una conclusién del objetivo planteado al inicio de la prueba, para esta tesis se
determina si las muestras pertenecen a la misma poblacién y en consecuencia, esto se
traduce a que las muestras permanecen iguales bajo las condiciones de almacenamiento
propuestas durante cierto tiempo.
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Material

Celdas de cuarzo para espectrofotometro de UV-Vis de 1cm de longitud de paso
Optico, marca Beckman.
Espatula.
Frascos de vidrio de 1L con tapa.
Pesamuestras.
Pipetas Pasteur.
Vasos de precipitados de 10, 80y 150mL.
Viales con capacidad de 2mlL, marca Agilent, lote 5182-0715.
Vidrio de reloj.
Matraces aforados tipo A de 1, 5, 10 y 50mL con un intervalo de tolerancia de
+ 0.04mL, marca Blaubrand, lotes: 03,03 y 03,06, certificado ISO 1042.
Pipetas de émbolo de precisién:
o Pipeta de émbolo de precisiéon, marca SoftGrip, Hamilton, no. de serie:
028328, certificado ISO 9001, capacidad: 10-100uL.
o Pipeta de émbolo de precision, marca SoftGrip, Hamilton, no. de serie:
042534, certificado ISO 9001, capacidad: 100-1 000uL.
o Pipeta de émbolo de precision, marca Trasferpette, Brand, lote: 03A6467,
certificado ISO 9001-14001, capacidad: 0,5 - 5mL.
Jeringa para cromatoégrafo de liquidos de alta eficiencia, marca Hamilton con
capacidad de introduccién de muestra de 250uL, modelo Microliter, # 725.
Balanza analitica, marca E. Mettler Ziirich, capacidad maxima de 110g,
sensibilidad 0,1mg.
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Instrumental

e Espectrofotémetro UV-Vis de longitud de onda variable, marca Perkin Elmer,
modelo Lambda 25, no. de serie 101N6081901, equipado con computadora e
impresora Dell.

e Cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia (CLAE), marca Shimadzu Scientific
Instruments, INC. Equipado con:

o

Valvula de inyeccién manual de seis pasos, marca Rheodyne, modelo
7725i, tuberia con capacidad de inyeccion 10uL.

Desgasificador, marca Shimadzu, modelo HDU-1, con manémetro con
capacidad < 2 Kg/cm?.

Mezclador de gradiente cuaternario, marca Shimadzu, modelo FCV-10AL.
Bomba neumatica de valvulas reciprocantes, marca Shimadzu, modelo LC-
10AD.

Columna empacada, marca Phenomenex, no. de serie 260436-2, de 50mm
de longitud x 4,6mm de diametro interno, fase quimicamente unida
modelo Luna Cis con tamario de particula de 5um y porosidad de 100A.
Equipada con precolumna de limpieza de la misma fase estacionaria.
Detector UV-Vis de longitud de onda variable, marca Shimadzu, modelo
SPD-10AV.

Integrador marca Shimadzu, modelo Chromatopac CR601.

Reactivos
Reactivos Marca Lote Pureza Presentacion
Vitamina D3 Chem 310-90B 99% Sélido cristalino,
Services CAS 67-97-0 blanco
Vitamina E Chem 306-76B 98% Fase oleosa,
Services CAS10191-41-0 amarillo
Vitamina K; Chem 306-115B 98% Fase oleosa,
Services CAS 84-80-0 amarillo
Palmitato de Sigma R7632-250MG063K5007 95% Adsorbido en
Vitamina A CAS 68-26-8 gelatina, amarillo
Acetonitrilo | Mallinckrodt HO076 M51D56. 99,99% Liquido
Chrom AR CAS 75-005-8 transparente
Helio Praxair SD215-20050813418 99,99% | Gas comprimido
CAS 7440-59-7
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Condiciones Optimas de Trabajo

En cualquier proceso de extraccion no selectivo para vitamina D, la fase oleosa
contendrd al conjunto de vitaminas liposolubles (A, D, E y K), por lo que se realizaron
ensayos para identificar la vitamina D3 del resto.

Disoluciones estandar de vitaminas liposolubles. Se prepararon soluciones estandar de
vitaminas liposolubles a partir de los estandares secundarios de vitaminas:

e Disoluciéon madre del estdndar de vitamina D3. Se pesaron 5mg del estandar de
vitamina D3, se trasvasaron a un matraz aforado de 50mL y se llev6 al aforo con
acetonitrilo, se agit6 manualmente hasta disolverse. Obteniendo una
concentracion de 100ppm.

¢ Disolucion estandar de vitamina E. Se pesaron 3,5mg del estandar de vitamina E
por contrapesada, se trasvasaron a un matraz aforado de 10mL y se llevo al aforo
con acetonitrilo, se agité manualmente hasta disolverse. Obteniendo una
concentracion de 350ppm.

¢ Disolucion estandar de vitamina K1. Se pesaron 4,2mg del estandar de vitamina
K1 por contrapesada, se trasvasaron a-un matraz aforado de 10mL y se llevo al
aforo con acetonitrilo, se agit6 manualmente hasta disolverse. Obteniendo una
concentracion de 420ppm.

¢ Disolucion estandar de palmitato de vitamina A. Se pesé 1mg del estandar de
palmitato de vitamina A, se trasvasaron a un matraz aforado de 10mL y se llev6 al
aforo con acetonitrilo, se agité manualmente hasta disolverse. Obteniendo una
concentracion de 100ppm.

Espectrofotometria UV-Vis. Para determinar las longitudes de onda de maxima
absorcion de las disoluciones estandar de vitaminas, se colocaron en celdas de cuarzo
por separado y se introdujeron en el espectrofotémetro. Por medio del barrido de la
longitud de onda se obtuvieron los espectros UV (A vs A) de cada vitamina. Para obtener
dichos graficos se utilizd el programa “UV-WinLab”, con los siguientes parametros:

e [Intervalo de barrido: 200 - 400nm e Resoluciéon: 1nm
e “Smooth”: 2 e Numero de ciclos: 1
e Velocidad de barrido: 240nm/min e “Slit”: Inm

Nota: Se.realizaron las diluciones necesarias para observar las diferentes longitudes de absorcion que
presentan algunas vitaminas.

Condiciones cromatograficas. Para establecer las condiciones cromatograficas se
revisaron y compararon las reportadas por catalogos?3 24 25 y trabajos de tesis previos a
éste26.27. Se modificaron hasta encontrar las dptimas en este sistema:

¢ Fase estacionaria: Cis ¢ Flujo: ImL
e Fase mdvil: Acetonitrilo 100% e Temperatura: Ambiente
e Detector UV-Vis con lectura a una longitud e Presion: 42-44Kg/cm?2

de onda (A): 265nm*

*Valor obtenido en la seccién de Espectrofotometria UV-Vis.

. 39.



Capitulo III. Desarrollo experimental

Pardmetros cromatograficos. Para el desarrollo de la separacion cromatografica e
identificacion de la vitamina D3 se inyectaron la disolucién madre del estandar de
vitamina D3z 100ppm y una mezcla de las vitaminas liposolubles. Por comparacion de los
cromatogramas obtenidos se identific6 la vitamina D3 y se calcularon los parametros
cromatograficos (tr’, N, k’, oy Rs) con respecto a las sefiales adyacentes.

Linealidad de sistema

Después de analizar la informacién encontrada en la literatura sobre el orden en que se
encuentra la vitamina D3 en alimentos (anexo ) y considerando la capacidad de
deteccion que presenta el detector UV-Vis de los cromatografos de liquidos, se planted
que para demostrar la linealidad del sistema (proporcionalidad entre concentraciéon y
respuesta del instrumento), se realizarian dos curvas de calibracién, una de intervalo
amplio y otra de intervalo corto.

Por lo indicado anteriormente se inyectaron disoluciones de concentraciones de 1, 10 y
100ppm para fijar los intervalos de concentracién de dichas curvas de calibracidn.

Curva de calibracion de intervalo amplio.

Se prepararon ocho disoluciones estandar de vitamina D3 en un intervalo de
concentracion de 1 a 100ppm, partiendo de una disoluciéon madre del estandar de
vitamina D3 de 100ppm elaborada de la siguiente manera, se pesaron 5mg de cristales
de vitamina D3, se trasvasaron a un matraz aforado de 50mL y se llevo al aforo con
acetonitrilo. Las disoluciones estdndar se prepararon por duplicado, se tomaron
alicuotas de 50uL, 100uL, 500uL, 1mL, 2mL, 3mL, y 4mL; se trasvasaron a matraces
aforados de 5mL y se llevaron al aforo con acetonitrilo quedando del orden de 1, 5, 10,
20, 40, 60 y 80ppm. Para la disoluciéon de 100ppm se utiliz6 la disoluciéon madre. Cada
disolucion estandar se inyect6 por triplicado en orden ascendente de concentracion.

Curva de calibracion de intervalo corto.

Se prepararon cinco disoluciones estandar de vitamina Dz en un intervalo de
concentracion de 1 a 20ppm, partiendo de una disolucion madre del estandar de
vitamina D3 de 120ppm elaborada de la siguiente manera, se pesaron 6mg de cristales
de vitamina D3, se trasvasaron a un matraz aforado de 50mL y se llevo al aforo con
acetonitrilo. Las disoluciones estdndar se prepararon por duplicado, se tomaron
alicuotas de 42ulL, 210uL, 420uL, 626uL y 830uL; se trasvasaron a matraces aforados de
5mL y se llevaron al aforo con acetonitrilo quedando del orden de 1,008, 5,04, 10,08,
15,024 y 19,92ppm. Cada disolucién estandar se inyecté por triplicado en orden
ascendente de concentracion.

Una vez obtenidos los datos, se calcularon los parametros estadisticos (media,
desviacidn estandar y coeficiente de variacidn), los datos de regresion lineal, (ordenada
al origen, pendiente y coeficiente de correlacién) y las pruebas de hip6tesis e intervalos
de confianza correspondientes.
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Precision de sistema

Para demostrar la precision del sistema se realizaron dos ensayos, uno a concentracién
alta y otro a baja. Las cuales fueron fijadas basandose en los intervalos de las curvas de
calibracién obtenidas en la prueba de linealidad del sistema.

Precision a intervalo amplio.

Se prepararon nueve disoluciones estandar de vitamina D3 de concentracion de 20ppm,
partiendo de la disoluciéon madre del estdndar de vitamina D3 de 100ppm elaborada
para realizar la curva de calibracién de intervalo amplio en la prueba de linealidad del
sistema, se tomaron alicuotas de 1 050uL; se trasvasaron a matraces aforados de 5mL y
se llevaron al aforo con acetonitrilo quedando del orden de 21ppm. Cada disolucion
estandar se inyect6 por quintuplicado en el orden de preparacion.

Precision a intervalo corto.

Se prepararon nueve disoluciones estandar de vitamina D3 de concentracion de 10ppm,
partiendo de la disoluciéon madre del estandar de vitamina D3 de 120ppm elaborada
para realizar la curva de calibracidn de intervalo corto en la prueba de linealidad del
sistema, se tomaron alicuotas de 420L; se trasvasaron a matraces aforados de 5mL y se
llevaron al aforo con acetonitrilo quedando del orden de 10,08ppm. Cada disolucién
estandar se inyect6 por quintuplicado en el orden de preparacion.

Una vez obtenidos los datos, se calcularon los pardmetros estadisticos (media,
desviacidn estdndar y coeficiente de variacién), y las pruebas de hipdtesis e intervalos
de confianza correspondientes.

Estabilidad del estandar

Para demostrar la estabilidad del estandar se utilizaron los estandares preparados para
el ensayo de precision a intervalo amplio, tomando como tiempo cero los datos
obtenidos en dicha prueba. Se monitorearon las disoluciones al sexto y treceavo dias de
almacenamiento. Las disoluciones se mantuvieron en frascos viales selladas con cinta
teflon y parafilm, protegidas de la luz, y bajo refrigeracién (aproximadamente 4°C) hasta
su uso.

Al sexto y, posteriormente, al treceavo dia de almacenamiento, las disoluciones estandar
se inyectaron por quintuplicado. Al sexto dia, se realizaron las pruebas estadisticas
pertinentes para determinar si los estdndares permanecieron estables, una vez
comprobado esto se continu6 con el experimento. Para el treceavo dia, al rechazar la Ho
en la prueba de hipétesis, se detuvo el experimento.
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Validacion del sistema

Condiciones optimas del sistema

Espectros UV-Vis de vitaminas liposolubles

A continuacion se presentan los espectros UV-Vis obtenidos de las vitaminas
liposolubles indicadas en este trabajo.
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Fig. 4.1 Espectro UV-Vis de
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Fig.4. 4. Espectro UV-Vis de disolucién estdandar de palmitato de vitamina A. Longitud de
onda de mdxima absorcion a 325nm.

Simultaneamente, se compararon los datos encontrados experimentalmente con los
reportados en la bibliografia, siendo de especifico interés el valor de longitud de onda de
absorcion de la vitamina D3 ya que es el objeto de estudio de este trabajo. Con esto, se
confirmaron dos parametros necesarios para establecer las condiciones Optimas de
trabajo:

1) La solubilidad del analito en la fase movil y la longitud de onda de maxima absorcién
de la vitamina D3

2) De las longitudes de maxima absorcion obtenidas, se eligié la de 265nm ya que
presenta mayor valor de absorbancia lo que permitira que la vitamina D3 pueda ser
detectada con la mayor sensibilidad posible en un cromatégrafo de liquidos a este valor.

Desarrollo de la separacién cromatografica e identificacion de la vitamina D3

Para la identificacion de la vitamina D3 en una mezcla de vitaminas liposolubles, se
realizo el andlisis cualitativo de la siguiente manera:

En la figura 4.5 se muestra el cromatograma de la vitamina D3 en donde se observan
unicamente dos picos cromatograficos correspondientes al tiempo muerto y a la
vitamina D3. En la figura 4.6 se muestra el cromatograma obtenido al analizar la mezcla
de las vitaminas liposolubles.

. Witarina D 1 2. Vitareina Dy 4700
4633 100 -

100 1

1 50 - 1. Componente
50 - desconocido
1 itams 3433 -
1 Vltan%aﬂ 3. Vitarnina E Vitamina K
1 Tiempa ' l 6423 9023
1 10657
metto ] Vitarmina &
1 0A1% 1367
u] A ¥ ¥ T T T T T T T n T T i T L T = T
o 5 0 5 10
Tenpe tnind Tiempo (min}
Fig. 4.5. Solucién de vitamina Ds3. Fig. 4.6. Mezcla de vitaminas liposolubles.
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Por comparacién de los tiempos de retencion y de los perfiles cromatograficos de los
cromatogramas mencionados se puede identificar el pico correspondiente de la vitamina
D3 en la mezcla.

Parametros cromatograficos

Con la revision visual de los cromatogramas, se puede decir que se desarrolld
adecuadamente la separacién de la mezcla de vitaminas liposolubles en el sistema
cromatografico a las condiciones planteadas en la parte experimental de este trabajo,
para comprobarlo, se calcularon los parametros cromatograficos (N, k’, a y Rs) de la
vitamina D3 con respecto a las sefiales adyacentes a la misma, tomando los datos del
cromatograma obtenido de la mezcla de vitaminas liposolubles figura 4.6:

Tr Tr W1/2

Pico | Compuesto (min) | (min) (min) N K o Rs
Componente Picoly2 | Picoly?2
1 desconocido 3,433 2,816 0,0847 9109 4,56 145 5 89

2 Vitamina D3 4,700 4,083 0,1684 4319 6,62 Pico2y3 | Pico2y3

3 Vitamina E 6,483 5,866 0,1484 10 582 9,51 1,44 6,63
Tabla 4.1. Pardmetros cromatogrdficos calculados a partir de la mezcla de vitaminas
liposolubles.

Como se muestra en la tabla 4.1, los valores de N indican que la columna aun se
encuentra en buenas condiciones para ser usada y que los componentes de la mezcla
interaccionan de manera adecuada con la fase estacionaria, los valores de a muestran
que la fase estacionaria fue elegida correctamente ya que permite distinguir varios picos
pertenecientes a cada una de las vitaminas liposolubles, asi mismo, los valores de k’
indican que el poder de elucion elegido es correcto, y por ultimo, la resolucién expresa
que la separacion de los componentes de la mezcla se realiza al 100%. Con lo anterior, se
asegura que bajo estas condiciones en este sistema cromatografico es posible cuantificar
a la vitamina D3 en caso de que otras vitaminas liposolubles se encontraran presentes en
las muestras y la técnica de extracciéon que se aplique no las eliminara. Al lograr lo
anterior se continud6 con larealizacion de la validacion del sistema cromatografico.
Antes de analizar los resultados de la validacién del sistema hay que indicar que los
datos de las areas obtenidas asi como de los resultados estadisticos obtenidos de
manera completa del estudio de la validacion del sistema (linealidad, precisiéon y
estabilidad) se encuentran en el anexo II.

Linealidad del sistema

Intervalo de concentraciones

En la figura 4.7 se muestran los cromatogramas de las disoluciones estandar de vitamina
D3 de concentraciones 1, 10 y 100ppm que se obtuvieron para fijar los intervalos de
concentracion de las curvas de calibracion a realizar. Como se observa, el detector es
capaz de percibir concentraciones bajas por lo que los intervalos tedricos establecidos
para las curvas de calibracion de intervalos amplio y corto son 1-100ppm y 1-20ppm,
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respectivamente. La decision para llegar a considerar estos intervalos se realizd
tomando en cuenta los resultados anteriores ademas de los valores reportados en la
literatura para la presencia de esta vitamina en diferentes alimentos (anexo I). Cabe
mencionar que el andlisis cuantitativo realizado en este trabajo es el método de estandar
externo o calibracion absoluta.

i ' i LI L N
JJ L _N;\, - J & |

Fig. 4.7. Cromatogramas de disoluciones estdndar de vitamina D3 100ppm (izquierda),
10ppm(centro)y 1ppm(derecha).

Para evaluar la linealidad del sistema, se construyd un grafico del area en funcién de
concentracion de vitamina D3 para cada intervalo de concentracion y se inspeccionaron
visualmente y asi tomar de éstas las decisiones para realizar las pruebas de hipétesis
respectivas. Como se puede observar en las dos graficas la relacion entre la
concentracion y la sefial tiende a una linea recta y también parece tender al origen.
Tomando en cuenta lo anterior se calcularon las regresiones lineales respectivas.

2000000 —+ . . . R
Curva de calibracién de vitamina D,
Intervalo amplio (0-100ppm)
1500000
1000000

55}
(]
—
<

\

y=mx+b

500000 -2467.4

18 993,2ppm™*
0,9999

. . . . . ,
0 20 40 60 80 100
Concentracién (ppm)

Fig. 4.8. Curva de calibracion de vitamina D3. Intervalo amplio (0-100ppm). Se muestran
la regresion lineal y el cinturdn de confianza.
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400000 Curva de calibracion de vitamina D,
Intervalo corto (0-20ppm)
300000
g 200000
<
y=mx+b
100000 -3563,8
19 555,6ppm™*
0,9999
0 : , . , . , . ,
0 5 10 15 20

Concentracion (ppm)

Fig. 4.9. Curva de calibracién de vitamina D3. Intervalo corto (0-20ppm). Se muestran la
regresion lineal y el cinturén de confianza.

Se puede ver que en los dos casos se obtienen valores de coeficiente de correlacion de
0,9999 con lo que ademas se asegura matematicamente dicha tendencia.

Con lo mostrado anteriormente se afirma que el sistema es lineal en ambos intervalos,
por lo que se prosiguio con la eleccion de la ecuacién a utilizar para realizar el analisis
cuantitativo y decidir si se utiliza la ecuacién designada para cromatografia por el
método de estandar externo (A=Fr x C) o la ecuacion matematica de una linea recta
(y=mx + b). Para ello se realiz6 una prueba de hipotesis bilateral sobre la ordenada, el
estadistico de prueba utilizado es “t de Student”. Considerando las siguientes hipotesis a
evaluar:

Ho: b =3, donde B = 0 (Hipdtesis nula)
Hi:b#f (Hipdtesis alterna)

Para realizar este estudio, cuando se busca al estadistico de prueba en tablas se trabaja a
las condiciones de grados de libertad n-2 y a un nivel de significancia del 5%.
Teniendo ademas como criterio de rechazo de la hipétesis nula:

teal< -ty/2 0 tea> ty,2
A continuacién se muestran los resultados de las pruebas de hipdtesis de cada intervalo
y los limites de confianza para la ordenada y la pendiente, calculados. Se muestran tanto

los calculos de manera resumida como las decisiones y conclusiones a las que se
llegaron en cada una de las pruebas.
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Curva de calibracion de intervalo amplio.

Se realizan los siguientes calculos:

0 Error tipico de la estimacion

* 15y 2
se_ |(2910228*105x10%) - (55297 942 298)° _ 205,21
(49 — 2)(49)(2 910 228)
donde:
Sxx=2910228
S,y =1,05x 1015
Sy =55 297 942 298
0 Calculo de la “t de student”
) :((—2 467,39)—0J 49(2 910 228) | —-1228
929521 2910 228 + (49 *38,69)
donde:
b=-2467,39
p=0
Se=9295,21
Sxx=2910 228
n=49
X =38,69

En este caso el valor de tca es negativo por lo que se comparé con la -ty /2, n-2 para tomar

una decision con respecto alas hipotesis planteadas. En tablas obtenemos que:
-to,025,47= - 2,0129

Porlo que:

-1,2428>-2,0129

Como tea > -ty/2,n-2, NO se rechaza la Ho, por lo que se concluye que la ordenada tiende al
origen y con esto se llegd a que la ecuacidn que se utiliza en este andlisis cuantitativo por

el método de estandar externo es la ecuacién designada para cromatografia:

A =FrC

Posteriormente, se calcularon los intervalos de confianza para la ordenada y la

pendiente:
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e Intervalo de confianza para la ordenada (ICyp).

2910 228 + (49 * 38,69)°

IC, = —2 467,39 + (2,0129 *9 295 21)
(49)(2 910 228)

ICb =-2 467,39 + 3 996,18
-6 463,57 <-2 467,39 <1 528,79

¢ Intervalo de confianza para la pendiente (ICn).

49

IC, =18993,2+(2,0129%9295,21) | >
2910 228

ICh=18993,2 + 76,77
18 916,43 <18993,2 <19 069,98
Curva de calibracion de intervalo corto.
Se realizan los siguientes calculos:

0 Error tipico de la estimacion

* 13y 2
Se \/(45 701,93*177x10") - (899189846,3)° _ 1027

(31— 2)(31)(45 701,93)

donde:

Sxx =45 701,93
Sy=1,77x1013

Sxy =899 189 846,3

0 Calculo de la “t de student”

(-3563,83) -0 31(45 701,92)
cal — ( 2 102 7 2 = —5,3994
' 45 701,92 + (31*9,88)

donde:
b=-3563,83
B=0
Se=2102,7
Sxx=45701,92
n=31

X =9,88
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En este caso el valor de tca es negativo por lo que se comparé con la -ty /2, n-2 para tomar
una decision con respecto a las hip6tesis planteadas. En tablas obtenemos que:

-t0,025,20 = -2,3638
Por lo que:

-5,3994 < -2,3638

Como tcal < - ty/2,n-2, Se rechaza la Ho, por lo que se concluye que la ordenada no tiende al
origen y la ecuacion que se utiliza en este analisis cuantitativo es la ecuacion designada
para una linea recta:

y=mx+b

Al rechazarse la Ho, se construyé un nuevo grafico de area en funcién de concentracion
de vitamina D3 sin considerar el origen como ordenada. Una vez obtenido €l grafico, se
calcularon regresion lineal y limites de confianza, obteniendo nuevamente valores de
coeficiente de correlacién de 0,9999.

400000 — Curva de calibracién de vitamina D,.

Intervalo corto (0-20ppm)

350000 -

300000 —

250000 -

200000 —

150000

Area

y=mx+b

100000

-5901,2
m 19 714,7ppm™
0,9999

50000 —

0 ’ , ’ , ’ , : ,
0 5 10 15 20

Concentracién (ppm)

Fig. 4.10. Curva de calibracién de disolucion estandar de vitamina D3. Intervalo corto (0-
20ppm). Se muestra regresién lineal y cinturdn de confianza.

Posteriormente, se realizaron los calculos necesarios para obtener los intervalos de
confianza para la ordenada y la pendiente considerando que:
n=30
X =10,21
to,025,28 = 2,0484
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e Error tipico de la estimacién

=1859,59

co_ |(4119862*16x10%) — (812 216 969,3)°
(30 - 2)(30)(41198,62)

donde:

Sy =41 198,62
Sy=16x1013

Sxy =812 216 969,3

e Intervalo de confianza para la ordenada (ICp).

41198,62 + (30 *10,21)°
(30)(41198,62)

IC, =-5901,15 +(2,0484 *1 859,59)\/

ICb=-5901,15+1 252,91
-7 160,54 <-5901,15 <-4 641,77

¢ Intervalo de confianza para la pendiente (ICn).

30

IC, =19714,67 £ (2,0484*1859,59) |—————
41198,62

ICm =19 714,67 + 102,79
19611,88<19 714,67 <19 817,46

Con las pruebas estadisticas realizadas anteriormente se demostré que el presenta
linealidad en los intervalos de concentracién de vitamina D3 de 0-100ppm y 0-20ppm.
Que en el caso de la curva de intervalo amplio la ecuacién a utilizar en un analisis
cuantitativo posterior seria la designada para cromatografia utilizando el método de
estandar externo y, para la curva de intervalo corto la ecuacion seria la de la linea recta
calculada por el método de minimos cuadrados. Una vez confirmada la linealidad del
sistema se prosigue con la evaluacion de la precision del mismo.

Precision del sistema

En cada ensayo, se aplic6 una prueba de hipotesis unilateral sobre las varianzas
utilizando como estadistico de prueba la 2 Considerando las siguientes hipétesis:

Ho: s2 = o° (Hipétesis nula)
Hi:s2>0° (Hipotesis alterna)

donde:

o’ = Valor teérico de referencia, por lo menos el 5% (sobre el area) del CV.
s2 = Varianza obtenida experimentalmente.
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Para realizar este estudio, cuando se busca al estadistico de prueba en tablas se trabaja a
las condiciones de grados de libertad n-1 y a un nivel de significancia del 5%.
Teniendo ademas como criterio de rechazo de la hipétesis nula:

Xcal2 > Lo n-12

A continuacion se muestran los resultados de las pruebas de hipdtesis de cada intervalo
y los limites de confianza de la varianza y desviacién estandar calculadas. Se muestran
tanto los calculos de manera resumida como las decisiones y conclusiones a las que se
llegaron en cada una de las pruebas.

Precisién a intervalo amplio.

A continuacién se muestran los resultados experimentales obtenidos para una
concentracion de 21ppm.

n=45
X =406 218,27
s=6084,19
s2=37017 322
CV=1,5%

Se calculé el valor de o7 partiendo del valor del coeficiente de variacién teérico que
normalmente se exige en el planteamiento inicial de un andlisis, 5%. Tomando en cuenta
lo anterior obtenemos que:

o? =((5*406 218,27)/100) = 412 533 200

P (45-1)37017322 . o
412533200

En tablas obtenemos que:

X20,05,44 =60,4809

por lo que:

3,95 <60,4809

Como y2cal < %24, n-1, NO se rechaza la Ho, por lo que se concluye que el sistema presenta
una precision de por lo menos 95%.

Como es muy comun en caso de validaciones, ya con cierta exigencia, utilizar los valores
planteados por la industria farmacéutica y alimentaria que para técnicas
cromatograficas exige un CV por lo menos del 2%, también se realizé otra prueba de
hipotesis partiendo del valor del coeficiente de variacion tedrico mencionado. Tomando
en cuenta lo anterior obtenemos que:

o? =((2*406 218,27)/100)° = 66 005 312,1

,  (45-1)37017322
Xl = 660053121

24,68
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El valor de tablas es:

% 20,05, 44 = 60,4809

por lo que:

24,68 < 60,4809
Como y2ca < Y2, n-1, NO se rechaza la Ho, por lo que se concluye que el sistema una
precisién de por lo menos 98%. Por lo que también se cumpliria la exigencia de la

industria alimentaria y farmacéutica en caso de aplicarse.

Se calcul el intervalo de confianza para ” para el caso de CV del 5%.

(45-1)37 017 322
64,2

\/(45 ~1)37.017 322

(6.084,17(
27,58

5036,82 <6 084,17 <7 685,55

Precisién a intervalo corto.

A continuaciéon se muestran los resultados experimentales obtenidos para una
concentracion de 10ppm.

n=45
X =181 447,07
s=1757,67
s2=3089 415,06
CV=097%

Se calculé el valor de o7 partiendo del valor del coeficiente de variacién teérico que
normalmente se exige en el planteamiento inicial de un andlisis, 5%. Tomando en cuenta
lo anterior obtenemos que:

o? =((5*181447,07)/100)° =82 307 595

,  (45-1)308941506

_ 165
ea 82 307 595

El valor de tablas es:

% 20,05, 44 = 60,4809

por lo que:

1,65 < 60,4809

Como y2cal < Y24 n-1, N0 se rechaza la Ho, por lo que se concluye que el sistema presenta
una precisiéon de por lo menos 95%. Como en el caso del intervalo amplio, se realiz6 otra
prueba de hipdtesis partiendo del valor del coeficiente de variacion tedrico del 2%. Para
este caso se obtiene que:
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o? =((2*181 447,07) /100 )" =13 169 215,2

,  (45-1)3089 415,06
ea 13169 2152

=10,32
El valor de tablas es:
X20,05_ 44 = 60,4809

por lo que:

10,32 < 60,4809
Como y2cal < %24, n-1, NO se rechazala Ho, por lo que se concluye que el sistema presenta
una precision de por lo menos 98%. Por lo que también cumpliriamos la exigencia de la

industria farmacéutica en caso de aplicarse.

Se calcul el intervalo de confianza para o” para el caso de CV del 5%.

(45—1)3 089 415,06
64,2

(45-1)3 089 415,06
27,58

(1757,67( \/
1455,1<1757,67<2220,29

Estabilidad del estandar

Para la prueba de estabilidad del estdndar, se evaluaron las varianzas de los dias a
comparar, para asegurar que el analista mantiene su precision a las condiciones
establecidas (CV<5%) durante los andlisis, con base en esto, se procedié a realizar la
prueba de hipdtesis sobre las medias para comprobar si la muestra proviene de la
misma poblacion.

Por lo tanto, se aplicaron las siguientes pruebas de hipdtesis bilaterales sobre las
varianzas y las medias utilizando como estadisticos de prueba “F de Fisher” y “t de
Student” respectivamente:

“F de Fisher” “t de Student”
Ho: 512 = 522 Ho: p1 = p2 donde p1 - p2=0
Hi: 512 # 522 Hi: i # 2

donde:

s12 = Varianza de mayor valor obtenida experimentalmente.

s22 =Varianza de menor valor obtenida experimentalmente.

u1 = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a s12.
uz = Media experimental obtenida en el ensayo correspondiente a s2.
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Se aplican1 - 1 y nz - 1 grados de libertad para la prueba “F de Fisher”. Para la prueba “t
de Student” se aplicara la respectiva férmula dependiendo del resultado obtenido de la

prueba de hipoétesis sobre las varianzas:

Si no se rechaza Ho
usar:

Si se rechaza Hg usar:

Grados de libertad

ni +nz - 2

2 2
(m%j
n, n,
¢ = 5 2 5 2
sl S2
nl r]2
+

n, -1 n,-1

Ambas se trabajaron con un nivel de significancia del 5%. Teniendo como criterio de

rechazo de la hipotesis nula:

“F de Fisher”

“t de Student”

Fcal > Fa/Z

tcal < ‘ta/Z () tcal > ta/Z

Los resultados experimentales obtenidos en los diferentes dias de analisis.

Dia cero Dia Seis Dia Trece
n=45 n=45 n=44
X =406 218,27 X =408 474 x =410 481
s=6084,19 $=6249,2 s=4758,93
s2=37017 322 s2=39052509,3 s2=22647 376,1
CV=15% CV=153% CV=1,16%

Estudio al sexto dia de almacenamiento

O Prueba de hipétesis para las varianzas.

Se realiza el siguiente calculo:

- 39052509,3 106
37017 322

En tablas obtenemos que:
Fo,025,44,44 = 1,82

por lo que:

1,06 <1,82

Como Fcal < Fg/2,n1 - 1, n2 - 1, no se rechaza la Ho, por lo que se concluye que el analista
mantuvo la misma precisiéon y por consiguiente la prueba estadistica referente a las

medias se realiza utilizando la ecuacién cuando las varianzas son iguales.
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O Prueba de hipétesis para las medias.

Se realiza el siguiente calculo:

408 474 — 406 218,3 (45* 45)(45 + 45 - 2)
— =174
/(45 —1)39 052 509,27 + [(45 - 1)37 017 322,02] 45 + 45

cal

En tablas obtenemos que:
to,025,88 = 1,99
por lo que:

1,74 < 1,99

Como teal < ty 2, n1 +n2 -2, NO se rechaza la Ho, por lo que se concluye que las medias son
iguales y por lo tanto los valores pertenecen a la misma poblaciéon por lo que las
disoluciones estandar se mantuvieron estables durante seis dias bajo las condiciones de
almacenamiento mencionadas.

Estudio al treceavo dia de almacenamiento
Al corroborar la estabilidad de los estandares de por lo menos seis dias de
almacenamiento se continud con la prueba, se mantuvieron bajo las mismas condiciones
de almacenamiento durante siete dias mas.

O Prueba de hipdtesis para las varianzas.

Se realiza el siguiente calculo:

37017322
@ 226473761

En tablas obtenemos que:

Fo,025,44,43= 1,83

por lo que:

1,64 <1,83
Como Fcal < Fg2,n1 - 1, n2 - 1, no se rechaza la Ho, por lo que se concluye que el analista
mantuvo la misma precisiéon y por consiguiente la prueba estadistica referente a las
medias se realiza utilizando la ecuacién cuando las varianzas son iguales.

O Prueba de hipétesis para las medias.

Se realizan los siguientes calculos:

406 218,3—410 481 (45*44)(45+ 44 - 2)
fea = [(45-1)37 017 322,02] + [(44 -
,02]+[(44 -1)22 647 376,1] 45+ 44

=-3,68
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En tablas obtenemos que:
-to,025,87 = -1,99

por lo que:

-3,68 <-1,99

Como teal < -tg/2, n1 + n2 -2, Se rechaza la Ho y por consiguiente se acepta Hi, con lo que se
concluye que las medias no son iguales y por lo tanto no provienen de la misma
poblacién, por lo que los estandares no se mantuvieron estables a los trece dias de
almacenamiento bajo las condiciones utilizadas en este trabajo.
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Capitulo V. Conclusiones

Después de realizar el andlisis de los resultados obtenidos se llegd a las siguientes
conclusiones particulares:

1

2)

3)

4)

5)

6)

La vitamina D3 es soluble en la fase movil utilizada (acetonitrilo) y presenta su
longitud de onda maxima de absorcién a 265nm en el mismo solvente, por lo que
se detectd con la mayor sensibilidad posible.

Las condiciones 6ptimas de trabajo en las que el sistema cromatografico mostré

un buen desempefio son:

= Fase estacionaria: Cis 4

¢ Fase movil: Acetonitrilo 100% ’

¢ Detector UV-Vis con lectura a una .
longitud de onda (A): 265nm

Flujo: 1mL
Temperatura: Ambiente
Presién: 42-44Kg/cm?2

El andlisis cualitativo permitié identificar la vitamina D3 del resto de vitaminas
liposolubles, por lo que, si _se tuvieran muestras con una mezcla de ellas es
posible analizar la vitamina D con una buena resolucién (100% de separacion).

Los intervalos de concentracion utilizados para la evaluacién de los parametros
de la validacién (linealidad, precisién y estabilidad) son:

i. Intervalo amplio 0-100ppm de Vitamina D3

ii. Intervalo corto 0-20ppm de Vitamina D3

El cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia del laboratorio 3F presenta
linealidad en los intervalos de concentraciéon mencionados anteriormente.

En caso de que se utilicen las curvas de calibracién para realizar un analisis
cuantitativo por método de estandar externo se deberan emplear las siguientes
ecuaciones correspondientes en cada caso:

Intervalo amplio

Intervalo corto

A= FrC

7) Los intervalos de confianza calculados

0-100ppm

y=mx+b

sobre los valores de calibracion son:
0-20ppm

ICb =-2 467,39 + 3996,18

ICb=-5901,15+1 252,91

ICmh=18993,2 + 76,77

ICm=19714,67 + 102,79

8)

Se demostr6 que el sistema presenta una precision por lo menos del 95%
cumpliendo ademds con lo exigido en industrias como la alimentaria y
farmacéutica para la cromatografia con un error maximo del 2% cuando se
emplean concentraciones de vitamina D3 tanto en el intervalo amplio como en el

corto.

9) Elintervalo de confianza calculado sobre la varianza es:

Intervalo amplio

| Intervalo corto

ICs=5036,82 <6 084,17 <7 685,55

| 1Cs=14551<1757,67<2220,29
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10)El sistema y el analista mantuvieron una precision con un error maximo del 5% a
lo largo de toda la prueba de estabilidad con lo que se aseguré que la causa del
rechazo de hipotesis sobre las medias de la prueba de estabilidad es sélo causada
por la inestabilidad del analito.

11)Las disoluciones estandar de vitamina D3 no mostraron degradaciéon quimica al
menos hasta 6 dias posteriores a su elaboracion almacenadas bajo refrigeracidn,
en frascos viales bien sellados y protegidos de la luz. Con esto se establecié un
margen de estabilidad de la vitamina D3 de por lo menos 6 dias.

En base a todo lo citado anteriormente se llego a la siguiente conclusién general:

» El cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia del laboratorio 3F evaluado en este
trabajo presenta linealidad para el analisis cuantitativo en los intervalos indicados y
presenta precision con un error maximo del 2% bajo las condiciones mencionadas,
cumpliendo con los requisitos necesarios para realizar el andlisis de vitamina D3 la
cual mantiene su estabilidad en el tiempo indicado en metodologias establecidas de
instancias oficiales. Por lo tanto, para el siguiente paso que es desarrollar un método
para analizar vitamina D3 en muestras reales, el sistema cromatografico marca
Shimadzu modelo LC-10AD es apto para tal caso aplicando el método de extraccion
adecuado.
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Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo amplio

Alimento

Cantidad (ug/100g)

B

C

Carnes

Higado

Carne magra

Pescado

Salmén

4,7-19

0,25-0,50

Sardina

7,5

NR

Atin

2,5-8,25

NR

Lija

NR

NR

Arenque

25-38

NR

Mariscos

Gambas y camarones

Langostinos

Huevos

Huevo de gallina

1,5 (0,5-2,1)

2,5-12

1,8

Lacteos

Yogur natural

62 (2-88) ng

0,8

Queso manchego semicurado

NR

0,28

Leche entera pasteurizada

60 (19-85) ng

0,03-0,37

Crema

0,82 (0,38-1,25)

NR

Aceites

Aceite de higado de bacalao

NR

200-300

Mantequilla

1,3 (0,30-2,25)

NR

Tabla 1. Contenido de vitamina D en distintos alimentos. NR, dato no reportado
Fuentes bibliogrdficas: A3, B%, €28, D2,
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Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo amplio

Y

Y*Y

X*Y

0

0

0

0

16 545

273 737 025

16 545

Y

16 685

278 389 225

16 685

16 694,67

16 634

276 689 956

16 634

S

16 756

280 763 536

16 756

108,04

16 863

284 360 769

16 863

Cv

16 685

278 389 225

16 685

86 272

7 442 857 984

431 360

0,65%
Y

87 651

7 682 697 801

438 255

87 416

87 907

7 727 640 649

439535

S

87 658

7 683 924 964

438 290

587,94

87 661

7 684 450921

438 305

Cv

(SIS IGING TS RSN TN SN TN T f= )

87 347

7 629 498 409

436 735

0,67%

178 489

3,19 E+10

1784 890

Y

180 958

3,28 E+10

1809 580

178 324,83

180 796

3,27 E+10

1807 960

S

176 719

3,12 E+10

1767 190

2114,72

176 552

3,12 E+10

1765520

Cv

176 435

3,11 E+10

1764 350

1,19%

381 366

1,45 E+11

7 627 320

Y

379 647

1,44 E+11

7 592 940

380 244

380 408

1,45 E+11

7 608 160

S

378 809

1,44 E+11

7 576 180

982,31

379 967

1,44 E+11

7 599 340

Cv

381267

1,45 E+11

7 625 340

0,26%

756 148

5,72 E+11

30 245920

Y

757 371

5,74 E+11

30 294 840

758 785,5

757 827

5,74 E+11

30313 080

S

759 895

5,77 E+11

30 395 800

1982,23

760 054

5,78 E+11

30402 160

Ccv

761418

5,80 E+11

30 456 720

0,26%

1140912

1,30 E+12

68 454 720

Y

1154321

1,33 E+12

69 259 260

1151917,67

1150212

1,32 E+12

69 012 720

S

1158 884

1,34 E+12

69 533 040

6 158,44

1155 278

1,34 E+12

69 316 680

Ccv

1151899

1,33 E+12

69 113 940

0,54%

1513 273

2,29 E+12

121 061 840

Y

1525453

2,33 E+12

122 036 240

1523 538,33

1528069

2,34 E+12

122 245 520

S

1528959

2,34 E+12

122316 720

5661,51

1522618

2,32 E+12

121 809 440

Cv

1522858

2,32 E+12

121 828 640

0,37%

1874511

3,51 E+12

187 451 100

Y

1880 697

3,54 E+12

188 069 700

1882 724,67

1877 796

3,53 E+12

187 779 600

S

1886 713

3,56 E+12

188 671 300

5936,60

1889 297

3,57 E+12

188 929 700

Ccv

1887 334

3,56 E+12

188 733 400

0,32%

Tabla 1. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos en la prueba de intervalo amplio (0-100ppm). Ademds,

se muestran datos calculados, titiles en el tratamiento estadistico posterior.
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| Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo amplio

Sxx, Syy y Sxy

132756

6 505 044

1896

3594 816

2910 228

4,77 E+13

2,34 E+15

35877874

1,29 E+15

1,05 E+15

Z,»Zl X Vi

2516 783498

n
nz,»zl X Vi

1,23 E+11

68024 449 104

(Z:;l X XZL:] yi)
Sxy

55297 942 298

SxxSyy

3,06 E+21

2

Sxy

3,06 E+21

SxxSyy — Sxy*

579 E+17

(n-2)

47

nSxx

142 601172

(n — 2)nSxx

6 702 255 084

SxxSyy— (Sxy)2

(n—2)nSxx

86 400 989,51

Se

9 295,21

-2 467,39

-0,27

142 601 172

38,69

1896

3594816

Sxx+(nX)

6 505 044

nSxx

Sxx+(nX Y

21,92

nSxx

Sxx+(nX)

4,68

t

cal

-1,2428

t()A()ZS 47

-2,0129

Decision

Como teal > ty2,n-2, S€ acepta Ho

Conclusion

La ordenada tiende al origen

Tabla 2. Andlisis estadistico para la prueba de linealidad de intervalo amplio (0-100ppm). Se muestra
prueba de hipdtesis para la ordenada y los errores estadisticos requeridos para dicha prueba.
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Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo amplio

Intervalo de Confianza para la ordenada

-2467,39

1896

3594816

6 505 044

142 601172

Sxx+(nX )
nSxx

0,05

Sxx+ (X )
nSxx

0,21

t,,*Se

18710,33

Sxx + (n?)2

nSxx

t,,9€

3996,18

b+t,,,Se
nSxx

Sxx+(nX)

1528,79

b—t , Se
a2 nSxx

Sxx+ (nf)z

-6 463,57

Intervalo de Confianza para la pendiente

18 993,20

1,68 E-05

0,0041

38,14

76,77

19 069,98

18916,43

Tabla 3. Andlisis estadistico para la prueba de linealidad de intervalo amplio (0-100ppm). Se muestran

intervalos de confianza al 95% para la ordenada y la pendiente.
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Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo corto

Y

Y*Y

X*Y

0

0

0

15932

253828 624

16 059,46

16 096

259 081 216

16 224,77

16 105,67

16 266

264 582 756

16 396,13

S

16 131

260 209 161

16 260,05

129,42

16 221

263 120 841

16 350,77

Cv

15988

255 616 144

16 115,90

0,80%

91 124

8303 583376

459 264,96

Y

92 539

8563 466 521

466 396,56

91 633,83

92 497

8555 695 009

466 184,88

S

91 145

8307 411 025

459 370,80

687,56

91 295

8334777025

460 126,80

Cv

91 203

8317987 209

459 663,12

0,75%

193 045

3,73 E+10

1945 893,60

Y

193726

3,75 E+10

1952 758,08

191 702,33

193 161

3,73 E+10

1947 062,88

S

190 572

3,63 E+10

1920 965,76

1802,27

190 092

3,61 E+10

1916 127,36

Ccv

189 618

3,60 E+10

1911 349,44

0,94%

289 541

8,38 E+10

4350 063,98

Y

289 642

8,39 E+10

4351 581,41

289 851,33

290 177

8,42 E+10

4359 619,25

S

290 025

8,41 E+10

4 357 335,60

246,27

289 746

8,40 E+10

4353 143,90

Ccv

289 977

8,41 E+10

4 356 614,45

0,09%

385358

1,49 E+11

7676 331,36

Y

389 163

1,52 E+11

7752 126,96

388 068,50

389 975

1,52 E+11

7 768 302,00

S

388 164

1,51 E+11

7732 226,88

1571,63

387 667

1,50 E+11

7722 326,64

Ccv

388 084

1,51 E+11

7 730 633,28

0,41%

Tabla 4. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos en la prueba de intervalo corto (0-20ppm). Ademds, se
muestran datos calculados, titiles en el tratamiento estadistico posterior.

-73 -



| Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo corto

Sxx, Syy y Sxy

4503,31

139 602,49

306,43

93 900,57

45701,92

1,68 E+12 -3 563,84

5,21 E+13 -1,70

5864170 1416 759,61
9,88
306,43
93 900,57
86 972 877,02 XV 139 602,49

3,44 E+13

1,77 E+13

2 696 159 188 10,15

1796 969 341

899 189 846,3 319

Sxx + (nY)2

8,09 E+17 fout -5,3993

2

Sxy 8,09 E+17 To.025,47 -2,0395

SxxSyy — Sxy’ 1,82 E+14 Decisién
(n _ 2) 29 Como teal < to2,n-2, HoHsle rechaza y se acepta
Conclusion
La ordenada no tiende al origen

nSxx 1416 759,61
(n—2)nSxx 41086 028,61
SxxSyy— (Sxy)2

(n —2)nSxx
Se 2102,70

4421 332,42

Tabla 5. Andlisis estadistico para la prueba de linealidad de intervalo corto (0-20ppm). Se muestra prueba
de hipdtesis para la ordenada y los errores estadisticos requeridos para dicha prueba.
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Anexo II. Datos y estadistica. Linealidad. Intervalo corto

Intervalo de Confianza para la ordenada

b

-5901,15

nX

306,43

(nX )

93 900,57

Sxx + (nY)2

135 099,19

nSxx

1235958,50

Sxx+(nX )
nSxx

0,11

Sxx+ (nY )2
nSxx

0,33

t,,*Se

3809,21

Sxx + (nf)2

nSxx

lyo0€

1259,39

2

b+t,,,Se
nSxx

Sxx+ (nY)

-4 641,77

2

b—t, ,Se
iz nSxx

Sxx + (nf)

-7 160,54

Intervalo de Confianza para la

pendiente

19 714,67

0,0007

0,03

50,18

102,79

19 817,46

19 611,88

Tabla 6. Andlisis estadistico para la prueba de linealidad de intervalo corto (0-20ppm). Se muestran
intervalos de confianza al 95% para la ordenada y la pendiente.
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Anexo II. Datos y estadistica. Precisién a intervalo amplio

Estandar Areas X s cv

[EnN

377835 | 391127 | 396 527 | 397 542 | 399 402 | 392 486,6 8 749,61 2,23%
406826 | 410746 | 410223 | 410721 | 409002 | 409 503,6 1 655,62 0,40%
408855 | 408 206 | 409821 | 412179 | 410152 | 409 842,6 1517,30 0,37%
403 743 | 403 632 | 405410 | 406 356 | 406 203 | 405 068,8 1311,66 0,32%
407 817 | 407 525 | 410243 | 406 238 | 408942 | 408 153,0 1513,70 0,37%
404 479 | 407 005 | 407 661 | 407 576 | 408 754 | 407 095,0 1 593,39 0,39%
408 000 | 407 582 | 406 573 | 408228 | 408883 | 407 853,2 856,59 0,21%
409 087 | 411666 | 411778 | 412209 | 412827 | 4115134 1430,92 0,35%
404 059 | 403 334 | 403891 | 405040 | 405917 | 404 448,2 1 026,04 0,25%

OO0 ||| U W

Tabla 7. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos en la prueba de precisién a intervalo amplio para una
concentracion de 21ppm.

Intervalo de confianza para s
n—1 44
2 1628 762169
(n—1)s

xzcalc
406 218,27
6 084,19
1,5%
37 017 322
45
n—1 44
CVasvico 5%

2
Z0A975,44 27'58
2
Z0A025,44 64'20
(n ~1)s’

~ 25369 549,7
Ko.025.44

(n - l)s g
Xoosas
1(3975,44

(n - l)s g

2
2'0975,44

Cvlm'ricn ™
(ij 2031091

o’ 412 533 200
(n-1)o? 1628762169
Xeae 3,0482
/1’(305,44 60,4809
Decision
2 2
Como X .. <Za,n_1 , se acepta Ho

Conclusion

El sistema es preciso por lo menos al 95%
CcvV 20, Tabla 8. Andlisis estadistico para la prueba de precisién

tedrice a intervalo amplio. Se muestran pruebas de hipdtesis
(Lj} 8124,37 para un CViesrico del 5% y 2% e intervalo de confianza
100 paras.
o’ 66 005 312,1

(n—1)o? 1628 762 169
Xout 24,6762
/1’(?.05,44 60,4809

Decision

5036,82

59 067 554

7 685,54

2 2
Como ¥ .y { X o .1 seaceptaHo

Conclusion

El sistema es preciso por lo menos al 98%
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Anexo II. Datos y estadistica. Precision a intervalo corto

Estandar Areas . s

[EnN

176 463 181615 | 181872 181 806 182 301 180 811,4 2443,74
180 705 181023 | 181251 181 523 181711 181 242,6 398,54
184 127 184 492 | 184 282 184 027 185132 184 412,0 439,08
182975 181921 | 181684 | 181995 182 204 182 155,8 494,22
182 482 182579 | 182109 182 539 183 114 182 564,6 359,55
181987 181363 | 181659 181 657 181 467 181 626,6 238,13
181912 181833 | 182267 | 181619 181 681 181 862,4 254,55
179 352 178741 | 179613 179 451 179 024 179 236,2 350,64
179 085 178 642 | 178926 | 179371 179 536 179 112,0 354,64

O[O | Ul |WwWIN

Tabla 9. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos en la prueba de precisién a intervalo corto para una
concentracion de 10ppm.

Intervalo de confianza para s
n—1 44
(n—1)s? 135934 262,8
2
Xo.975,44 27,58
2
K0.025,44 64,20
(n—1)s*
2
Z0.025.44
(n - l)s g
2
Z0.025.44
(n—1)s*

2
2'0975,44

x2calc
181 447,07
1 757,67
0,97%

3089 415,06

45

n-1 44

cv 5%

tedrico

2117 307,92

CV/m’ricn IS
(ij 9072,35

o’ 82 307 595

(n—1)s 135934 263

Zzalc 1'6515

1455,1

4929 697,23

Xoos.aa 60,4809

Decision 2 220,29

2 2
Como ¥ . (X ;. n-1 e aceptaHo

Conclusién Tabla 10. Andlisis estadistico para la prueba de precision
El sistema es preciso por lo menos al 95% a intervalo corto. Se muestran pruebas de hipétesis para
cv 20 un CViesrico del 5% y 2% e intervalo de confianza para s.

teorico

CVzeo’ricn v
(ij 362894

o’ 13 169 215,2
(n—1)s? 135934 263
X 10,3221

Z§A05,44 60,4809

Decision

2 2
Como X .q <Za,n—1 , se acepta Ho

Conclusiéon

El sistema es preciso por lo menos al 98%
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Anexo II. Datos y estadistica. Estabilidad

Estandar

Areas

X S

[EnN

377 835 391 127

396 527 397 542

399 402

392 486,6 8749,61

406 826 410 746

410 223 410721

409 002

409 503,6 1 655,62

408 855 408 206

409 821 412179

410 152

409 842,6 1517,30

403 743 403 632

405 410 406 356

406 203

405 068,38 1311,66

407 817 407 525

410 243 406 238

408 942

408 153,0 1513,70

404 479 407 005

407 661 407 576

408 754

407 095,0 1 593,39

408 000 407 582

406 573 408 228

408 883

407 853,2 856,59

409 087 411 666

411778 412 209

412 827

411 513,4 1430,92

OO0 ||| U W

404 059 403 334

403 891 405 040

405917

404 448,2 1 026,04

Tabla 11. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos el dia cero. Prueba de estabilidad.

Estdndar

Areas

X S

Ccv

[EnN

380533 393 168

398 153 399907

401 351

394 622,4 8 460,09

2,14%

412 004 414195

413351 414 826

414 322

413 739,6 1 105,69

0,27%

412 608 412 320

413 310 414 697

414 473

413 481,6 1072,62

0,26%

408 493 409 336

408 056 409 212

409 195

408 858,4 557,63

0,14%

411 318 411813

407 174 412 331

411 393

410 805,8 2'069,89

0,50%

405 591 408 914

407 013 406 111

407 238

406 973,4 1274,00

0,31%

411 209 409 211

408 867 407 629

408923

409 167,8 1292,93

0,32%

411 492 411 854

411 209 413 880

414 426

412 572,2 1473,76

0,36%

O |0 |||l W

404 752 406076

406917 407 057

405 420

406 044,4 980,81

0,24%

Tabla 12. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos el dia seis de almacenamiento. Prueba de estabilidad.

Estdndar

Areas

X S

Ccv

1 398 078 408 781

408 135 410 815

411977

407 557,2 5518,94

1,35%

416 451 417 457

417 537 420 746

416 423

417 722,8 1771,43

0,42%

416 809 406 879

417 586 416 273

414128

414 335,0 4 361,20

1,05%

405 432 404 917

402 717 404 804

407 676

405 109,2 1770,97

0,44%

410 668 412 921

410416 414 330

412 213

412 109,6 1623,71

0,39%

406 813 410 823

409 097 413 674

410101,8 2 892,90

0,71%

410532 411113

411 286 411 828

409 954

410942,6 720,56

0,18%

411 253 412 021

410 284 412 091

412 277

411 585,2 825,81

0,20%

404 104 404 672

Tabla 13. Areas de los picos cromatogrdficos obtenidos el dia trece de almacenamiento. Prueba de

Dia cero

405 027 403 806
estabilidad.

Dia Seis

406 340

404 789,8 988,87

Dia Trece

0,24%

X =406 218,27
s=6084,19

s2=37017 322
CV=15%

X =408 473,96
$=6249,2
$2=39052509,3
CV=1,53%

X =410 481
s=475893

s? =22 647 3761
CV=116%

Tabla 14. Datos experimentales de los dias de almacenamiento.
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Anexo II. Datos y estadistica. Estabilidad

Prueba de hipoétesis para las varianzas.
Comparacion entre los dias cero y seis

Prueba de hipétesis para las varianzas.
Comparacion entre los dias cero y trece

F 1,055

cal

F 1,6345

cal

1,8197

F0.025,44,44

F0.025,44,44 1,8281

Decision

Decision

Como Fcal <F0!/2,n1—1,n2—1 , Se acepta
Ho

Como Fcal <F0!/2,n1—1,n2—1 » se acepta
Ho

Conclusion

Conclusion

El analista mantuvo la misma precisién. Usar
la ecuacion de t de Student cuando s12 = s32.

El analista mantuvo la misma precisién. Usar
la ecuacion de t de Student cuando s12 = s;2.

Prueba de hipoétesis sobre las medias

2 2
cuando s; = s,

Prueba de hipoétesis sobre las medias

2_ 2
cuando s, =,

2 255,69

X1 — X2 -4262,73

1628 762169

(n, —1)s} 1628762 169

1718 310 408

(n, —1)s; 973 837 172

(n, =1)s] +(n,—1)s; | 3347072577

(n, =1)s} +(n,—1)s | 2602599341

J(ny =1)s? +(n, = 1)s? 57 853,89

Jo =05t +(n,—1)s2 | stotses

X1 — x>
J(”H _1)312 +(”2 _l)si

0,039

X1 — X2

Sl =15+ (n, = 1)s;

-0,084

nn, 2025

nn, 1980

n +n,—2 88

n,+n,—2 87

178 200

n1n2(n1 +n, _2)

nn,(n, +n, —2) 172 260

n +n, 90

n, +n, 89

nn, (nl +n, — 2)

n; -|‘I’l2

nlnz(n1 +n2—2) 1 035 51

nlnz(n1+n2—2) 445

J

n; -|‘I’l2

nn, (n1 +n, - 2)

43,99

n; +I’l2

n, +n,

t 1,7349

cal

t -3,6761

cal

L0025 88 1,9873

-1,9876

- t0.025,87

Decision

Decision

Como tml <t0,/2’n1+n2_2 , se acepta Ho

Conclusion

Las medias provienen de la misma poblacidn,
por lo tanto es estable.

Tabla 15. Andlisis estadistico entre el dia cero y
seis de almacenamiento
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Como tml <_ ta /2,n,+n,-2 »Serechaza
Ho y por consiguiente se acepta H;
Conclusién
Las medias no provienen de la misma
poblacién, por lo que no es estable.

Tabla 16. Andlisis estadistico entre el dia cero
y trece de almacenamiento.
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