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INTRODUCCION

La funcion principal que tiene la vitamina E es actuar como un potente antioxidante de
sustancias de caracter lipofilico, asi como de membranas bioldgicas y tejidos en los seres vivos,
es esta razon por la cual en la industria alimentaria y farmacéutica, la vitamina E ha adquirido
gran importancia. Es posible encontrar en el mercado una gama de productos que contienen esta
vitamina, tales como el huevo, las nueces, el higado de cerdo, el aguacate, los aceites vegetales
como el de germen de trigo, el de maiz, el de oliva, ademas de bebidas, complementos
alimenticios, multivitaminicos, etc.

Como una sustancia lipofilica, la vitamina E est4d intimamente asociada con los
componentes lipidicos en la matriz de la muestra. Existen varios procedimientos de preparacion
de muestra para extraer la parte lipidica de diferentes matrices para poder liberar por medio de
una saponificacion a la vitamina E y ademas de realizar su extraccion, también su cuantificacion.
Cabe mencionar que en la actualidad se utiliza a nivel mundial la técnica oficial propuesta por la
Association of Official Analytical Chemists (AOAC por sus siglas en inglés), pero la cantidad de
reactivos que se requiere y los residuos que se obtienen para el andlisis es grande (del orden de
litros), por lo que el material utilizado es de volimenes grandes; asi mismo, los tiempos de
andlisis son largos (aproximadamente 4 horas por muestra). Por ello es necesario llevar a cabo el
desarrollo de un método optimizado que permita disminuir la cantidad de reactivos, muestra y
tiempos de analisis. En este trabajo en particular se desarrollé una metodologia de analisis en un
producto alimenticio especifico como el aceite de oliva.

Se utilizo la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE por sus siglas en espafiol)
ya que es una técnica 6ptima para realizar el analisis de la vitamina E y sus diferentes derivados
con respecto a otras vitaminas liposolubles, permitiendo la separacion y cuantificacion de los
distintos compuestos con actividad de vitamina E. En el laboratorio donde se desarrollé este
trabajo ya se cuenta con la técnica validada de CLAE para el andlisis de esta vitamina,
desarrollada en la tesis “Validacion de la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
(CLAE) para la cuantificacion de vitamina E”, en la cual se demostro que la sefial que genera la
vitamina E presenta una buena resolucidn con respecto a otras vitaminas liposolubles, ademas
que el sistema presenta una buena linealidad y precision, permitiendo cuantificar a la vitamina E

en forma mas rapida.



Hoy resulta evidente que los aspectos tradicionales de normalizacion alimentaria, calidad,
conformidad a criterios de composicion y etiquetado han vuelto una vez mas a estar en primer
plano, por lo cual es necesario que los métodos de analisis cumplan con los requisitos de la
aplicacion analitica por la que fueron elegidos o desarrollados, en otras palabras, deben de estar
validados, ya que con ello se asegura se cumple el atributo de confiabilidad.

Se elige al aceite de oliva extra virgen ya que se ha observado dentro de la poblacion un
incremento en cuanto a su consumo debido a la tendencia a ingerir alimentos con nulo 0 minimo
tratamiento industrial, ademas que se reporta en la literatura una buena presencia de esta vitamina

en este aceite.

OBJETIVOS

= Encontrar las condiciones Optimas para realizar la extraccion de vitamina E en aceite
de oliva virgen. Realizando el andlisis cualitativo y cuantitativo de los extractos
obtenidos por CLAE.

» Realizar la validacion de la metodologia desarrollada para el analisis de vitamina E en

el aceite de oliva virgen.



ANTECEDENTES



VITAMINA E

Los primeros en identificar un compuesto liposoluble presente en aceites vegetales,
esencial para la reproduccion de ratas de laboratorio fueron Herbert Evans y Catherine Bishop en
1922, a este compuesto lo denominaron Tocoferol (del griego tocos, parto, y feros, llevar),
posteriormente en 1924 Sure lo denomina vitamina E'.

Las caracteristicas de la vitamina E en su forma pura son las siguientes:

Es un liquido amarillo viscoso que se descompone facilmente en presencia de luz, iones
de metales de transicion (en niveles de traza), oxigeno y en pH alcalino, es resistente a pH 4cidos,

. O] 2
es insoluble en agua, pero soluble en grasa y en solventes organicos”.

Nomenclatura y estructura’,

Existen 8 compuestos naturales con actividad de vitamina E, los a, 3, Y y © tocoferoles y
los correspondientes tocotrienoles. La estructura bdasica estd constituida por un ntcleo
hidroxicromona ¢ 6-cromanol (o dihidro-gamma-pirano) al que se une una cadena de fitilo. El
sitio activo de la vitamina es el grupo 6-Hidroxilo del anillo de cromanol, el cual se sitiia a nivel
de membrana en la superficie polar, mientras que la cadena de fitilo se localiza interactuando con
los acidos grasos de los fosfolipidos en la region no polar. Existen al menos 8 formas isoméricas,
las cuales se dividen en 2 grandes grupos; un primer grupo constituido por cuatro isdmeros con
una cadena saturada de fitilo (formas a-, B-, G-, y- tocoferol), el segundo constituido por 4
isomeros que muestran una cadena de fitilo con 3 dobles enlaces en las posiciones 3°, 7°, 11’
(formas a-, -, G-, Y- tocotrienol). Las diferencias entre las formas isoméricas se encuentran en la
posicion de los subgrupos metilo en el anillo bencénico. Los tocoferoles contienen unidades
isoprenoides saturadas con 3 centros de simetria en los carbonos 2, 4 y 8, con la conformacion R,
los tocotrienoles contienen una unidad trieno isoprenoide de 16 carbonos, con las configuraciones

2R, 3 trans y 7 trans, (Fig. 1).



Tocoferoles
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Tocoferol R R, R3 Nombre Quimico
a CH3; CH3; CH3; 5,7,8-Trimetiltocol
B CH; H CH; 5,8-Dimetiltocol
Y H CH; CH; 7,8-Dimetiltocol
) H H CH; 8-Metiltocol
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Ry % CH;
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Tocotrienoles R, R, R3 Nombre Quimico
o CH; | CH; | CHs | 5,7,8-Trimetiltocotrienol
B CH; H CH; 5,8-Dimetiltocotrienol
Y H CH; | CHs 7,8-Dimetiltocotrienol
) H H CH; 8-Metiltocotrienol

Fig. 1. Estructura de tocoferoles y tocotrienoles.”




Funcion.

Sin lugar a dudas, la principal funcién fisioldgica de esta vitamina es la de actuar como
antioxidante. Los tocoferoles son antioxidantes enérgicos capaces de impedir la oxidacion de las
grasas, asi como también de las vitaminas A y C mediante la eliminacion de los radicales libres.

La vitamina E actia como un agente reductor en el mecanismo de inhibicion de la

oxidacion, especialmente de lipidos'. Durante esta reaccion de inhibicion, el o-tocoferol puede

reaccionar con un radical peroxilo (ROO") u otros radicales libres (como el oxigeno singulete

'0,, el radical superéxido O, y el radical hidroxilo HO") para formar un hidroperoxido y un

radical a-tocoferilo (fig. 2). Este radical es poco reactivo debido a que el electrén no apareado

resuena en todo el anillo fendlico.

H3

o-Tocoferol

HsC CH CH CH
CHy 3 3 3
Radical peroxilo (ROO")
Hidroperdxido (ROOH)
Ha
0
C16H33  Ragical a-Tocoferilo
HzC (o] CHy

CH3

7 I\

ﬁ\/—lcm'ﬁa mCmHaa m&wss
OH onHs on
Ha

CHy Hg

a-Tocoferéxido o-Tocoferil quinona a-Tocoferil hidroquinona

Fig. 2. Degradacion oxidativa de la vitamina E y sus productos.

Las reacciones de terminacion del radical pueden conllevar a la formacion de dimeros
covalentemente ligados (sin actividad de radical libre), por ejemplo, si reacciona con otro radical

tocoferilo, se forma un dimero (que ya no es un radical libre), si reacciona con otro radical

peroxilo (LOQ") se propicia la formacién de un aducto (compuesto que tampoco tiene actividad



oxidante), aunque también la oxidacion y reestructuracion adicionales pueden producir
tocoferoxido, tocoferil hidroquinona y tocoferil quinona (fig. 2). Para evitar que el radical
tocoferilo pueda sustraer un atomo de hidrégeno de los lipidos o de un hidroperéxido (LOOH) e
iniciar de nuevo la cadena de reacciones de oxidacion, el radical tocoferilo puede reaccionar con
un agente reductor tal como la vitamina C, el ubiquinol o glutation para regenerarse el o-

tocoferol y evitar la oxidacion®.

Fuentes alimentarias e ingesta diaria recomendada.

La vitamina E esta distribuida en la naturaleza, de todas las formas, el a-tocoferol es el
predominante en muchas especies siendo a su vez la forma activa biolégicamente, asi como el
mejor antioxidante liposoluble en células de mamiferos y sangre.

En los alimentos de origen vegetal esta presente como un constituyente de la materia
insaponificable, usualmente se puede encontrar junto a los fosfolipidos, carotenoides, y clorofilas.
En los animales, se encuentra en el tejido adiposo. Los alimentos mas ricos en tocoferoles son los
aceites vegetales, especialmente los de mayor contenido en 4cidos grasos poliinsaturados, como
girasol, maiz, oliva, pero también se encuentra en margarina, mayonesa, nueces, almendras,
pistaches, trigo, avena, arroz, aguacate, espinaca, brocoli, esparragos yema de huevo, carne,
higado, mantequilla, etc'. En la tabla 1 se muestra la actividad biologica de algunos tocoferoles,

siendo el a-tocoferol natural (d-a-tocoferol o RRR-a-tocoferol) el que posee la mayor actividad:

Forma de tocoferol Actividad (UI /mg)
Acetato de d, 1-o-tocoferol* 1

d-l-a-tocoferol* 1.1
Acetato de d-a-tocoferol* 1.4
d-a-tocoferol 1.5
d-1-B-tocoferol* 0.3
d-l-y-tocoferol* 0.15
d-1-8-tocoferol* 0.01

Tabla 1: Actividad biolégica de algunos tocoferoles®



La actividad de la vitamina E de los compuestos activos se expresa en términos de mg de

a-tocoferol equivalente:

1 mg de a-tocoferol equivalente = 1 mg de d-a-tocoferol

1.1 mg de acetato de d-a-tocoferol

1.36 mg (1.49 UI) acetato de d y l-a-tocoferol'

En la tabla 2 se observan algunos de los alimentos en los que se reporta la presencia de la

vitamina E, existe una tabla mas extensa en cuanto a contenido de vitamina E en los alimentos, es

la del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en la cual se encuentran tanto

productos naturales como procesados’.

Las consideraciones de ingesta diaria recomendada por el Instituto Nacional de Nutricion

“Salvador Zubiran™ son las siguientes:

Infantes Niiios y Puberes
mg de a
0.5 6-11 1-3 4-6 7-18
tocoferol
. meses meses aifos afos afnos
equivalente
3 4 6 7 10

Adultos
18 afios Mujeres Mujeres
en Embarazadas Lactando
adelante
10 10 12



ALIMENTO

Higado de cerdo
Carne magra
Huevo de gallina
Yogurt natural
Leche entera pasteurizada
Almendra secas
Arroz
Tomate
Pimiento
Espinaca
Uva
Pera
Aguacate
Aceite de oliva
Aceite de girasol

Aceite de higado de

bacalao
Aceite de maiz
Aceite de germen de trigo

Germen de trigo

Avellanas

Coco

Germen de maiz
Aceite de soya
Soya germinada

Margarina

Cacahuates y nueces

Tabla 2. Contenido de vitamina E en distintos alimentos.

CANTIDAD
(mg/100g)"

0.17
0.15
1.6
0.04
0.09
20
0.1
0.89
0.8
1.6
0.7
0.89
2.27
48.7

5.1
20

17.2

215.4

CANTIDAD
(mg/100g)’

2.24

56.4

27.2

CANTIDAD
(mg/100g)’

12

55

31

30
26
17
16
14
13
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Digestion y Absorcion de vitamina E.

La vitamina E alimentaria se compone mayoritariamente de o y y tocoferol, estando las
formas ingeridas en estado libre o formando ésteres. Como vitamina liposoluble que es, se
encuentra a nivel intestinal disuelta en las grasas alimentarias, lo que hace que su digestion y
absorcion dependan de la asimilacion de las grasas, asi como de una buena funcionalidad biliar y
pancreatica’. La absorcion de la vitamina E es relativamente pobre, sélo del 20 al 40 % de la
cantidad ingerida es absorbida®.

No existe un oOrgano concreto para el almacenamiento de la vitamina E, siendo
posiblemente el tejido adiposo la principal reserva, aunque la liberacion de esta vitamina desde
este tejido es muy lenta. En el higado existe también una cierta capacidad de depdsito para la
vitamina E, pero dada la rdpida movilizacion de sustancias que alli ocurre, la capacidad es
pequefia. Otro 6rgano donde se puede almacenar es en el tejido muscular’. Realmente, el
tocoferol absorbido se distribuye ampliamente por todos los tejidos y células sanguineas

incorporandose a las membranas de las células junto al colesterol y los fosfolipidos'.

Deficiencia y toxicidad.

La deficiencia de esta vitamina en humanos, con origen exclusivamente alimentario, es
bastante rara y queda limitada a los cuadros multicarenciales propios de paises subdesarrollados o
en vias de desarrollo. La mayoria de los sintomas de esta deficiencia estd relacionada con la
ausencia de proteccion antioxidante, siendo uno de los signos mas caracteristicos la tendencia de
los eritrocitos a la lisis (destruccion).

Pueden asimismo aparecer deficiencias asociadas a patologia como el sindrome de mal
absorcion, fibrosis quistica, enfermedades cronicas del higado, anemias hemoliticas, asi como
también degeneracion tubular renal, pigmentacion de los depositos lipidicos, distrofia muscular.
Se ha observado que grandes y prolongadas ingestas de esta vitamina (superior a 1,200 mg/dia)
parece interferir en la absorcion de las vitaminas A y K, asi como dar lugar a un incremento de la
creatinuria e interferir en el metabolismo de la vitamina K; por otra parte elevadas dosis
intravenosas parecen aumentar el riesgo de sepsis, tanto bacteriana como fungica en prematuros.

En adultos se han observado alteraciones gastrointestinales pasajeras’.

10



Analisis de vitamina E

Al encontrarse la vitamina E inmersa en la matriz de la muestra es necesario liberarla para
su posterior andlisis cualitativo y cuantitativo. En la literatura existen procedimientos los cuales
sirven para liberar la parte grasa de la matriz alimenticia y asi poder separar a la vitamina E de los
demds componentes para su andlisis cualitativo-cuantitativo. Pero todos estos procedimientos

utilizan uno o mas de los siguientes pasos:

Una extraccion de un solo paso con un solvente organico miscible, una extraccion
en dos pasos con un alcohol y un solvente organico inmiscible, la tercera, la
saponificacion con la cual se reducen la cantidad de sustancias organicas extraibles e
hidroliza los ésteres de tocoferol obteniendo asi el a-tocoferol libre*. En la extraccion en
un solo paso, la muestra es disuelta o diluida en un solvente organico miscible en agua
como por ejemplo alcohol o acetona. En la extraccion en dos pasos, la lipofilica vitamina
E es extraida de una fase acuosa con un solvente organico miscible en agua, a menudo se
utiliza metanol, etanol o isopropanol. Después se adiciona el solvente inmiscible, las fases
se separan y la vitamina E se encuentra en la fase orgénica junto con otros componentes
no polares tales como los triglicéridos, los fosfolipidos, esteroles, etc. Una vez que se ha
obtenido la fraccion lipidica se procede a saponificar. La saponificacion consiste en
colocar la fraccion lipidica (o la muestra) en un matraz, se homogeniza con un volumen
de agua a la que se le adiciona rapidamente un volumen de una solucién de KOH en
etanol y un antioxidante, la duracion de este proceso va de 10 a 30 minutos a reflujo.
Después de enfriarse la solucion saponificada se procede a la extraccion con el solvente
elegido (extraccion liquido-liquido), los extractos se lavan con agua y se llevan a un
volumen conocido de solvente propio para el analisis cualitativo y/o cuantitativo que se
vaya a realizar’.

En la actualidad también hay técnicas alternativas de extraccion del material

. g . J <y . res 10
lipidico que involucran la utilizacion de fluidos supercriticos .

Una de las primeras formas en que se cuantificaban los tocoferoles en los alimentos era

., . . . .. 3+ . 2+ .,
basado en una reduccion cuantitativa de iones férricos (Fe’” a iones ferrosos (Fe*") por accion de

11



los tocoferoles. La cantidad de iones ferrosos formados se estimaba con una reaccion
colorimétrica con o, o’-Dipiridol (en la que se forma un complejo de color rosa a rojizo) el cual
se media en un fotometro a 520 nm y se relacionaba a los tocoferoles presentes en la muestra.''

Posteriormente se utilizo la cromatografia en capa fina para realizar estudios cualitativos,
ya que este método separa los homologos de tocoferol. Este fue un avance significativo respecto
a los ensayos colorimétricos ya que en ellos habia interferencias por parte de otras sustancias
reductoras contenidas en los alimentos por ejemplo, antioxidantes adicionados para proteccion de
los tocoferoles en la saponificacion, la grasa misma, los carotenos etc’.

Actualmente para el analisis de la vitamina E en alimentos el método mas utilizado es la
propuesta por la Asociacion Nacional de Quimicos Analistas (Association of Official Analytical
Chemists, AOAC por su nombre y siglas en inglés), este método menciona que las muestras que
contengan vitamina E en forma natural, se someten primero a una extraccion del material
lipidico, ya sea con el aparato de Soxhlet o con el aparato de Goldfisch. Posteriormente el
extracto lipidico se saponifica con KOH en medio etandlico a reflujo, como la vitamina se
encuentra en la parte insaponificable de la solucion, después de la saponificacion se procede a
una extraccion liquido-liquido con éter. El extracto obtenido se lava con agua para eliminar el
alcali remanente, después del lavado se procede a un secado utilizando sulfato de sodio granular
(NazSO,4) y por ultimo se concentra por evaporacion. El extracto crudo, se hace pasar por una
columna de alumina para su purificacion y de esta forma se realiza una cromatografia en capa
fina para identificar el a-tocoferol, posteriormente se confirma su presencia con una reaccion
colorimétrica con tricloruro de hierro (FeCl;) en batofenantrolina. El complejo colorido (rojo) es
inestable (aproximadamente dura 90 min.) por lo que la determinacién se debe hacer rapido'?.

En la década de los 90’s hubo una proliferacion de técnicas que utilizan la cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (CLAE) para el andlisis cualitativo y cuantitativo de la vitamina E,
ya que con este técnica es posible medir las formas especificas de los compuestos con actividad
de vitamina E, ademads, la técnica de HPLC tiene una gran flexibilidad y conveniencia por el
manejo de muestras de provenientes de diferentes matrices. Esto se entiende cuando uno
considera que el andlisis de vitamina E se realiza en una gran variedad de muestras que difieren
en el contenido de esta vitamina y en la complejidad del alimento (matriz), por ejemplo de las
formulaciones farmacéuticas a los alimentos naturales, de los complementos multivitaminicos a

2
los cereales para el desayuno”.
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En la tabla 3 se presentan algunas condiciones cromatograficas encontradas en la

literatura que se han utilizado para determinar vitamina E como a-tocoferol y B-tocoferol.

REFERENCIA

Carbajal Jarquin E.
(2005)

Gomez Coronado,
et al.

(2004)

M. M. Delgado
Zamarrefio et al.
(1996)

S. Albala-Hurtado,
et. al.
(1997)

B. Rodas Mendoza,

et al.

(2003)

H. Qian, M Sheng.
(1998)

A. Schieber et.
al.

(2001)

COLUMNA

Luna Cy3

Discovery Cg

ODS-2 (Cy5)

ODS-2 (Cy5)

Novapak Cig

C30

FASE MOVIL

Acetonitrilo-
metanol
(85:15)

Acetonitrilo-

metanol-acido

acético (70:30:0.1)

Metanol-agua

(99:1)

Metanol-agua-

acetonitrilo (95: 4:

)

Metanol

Metanol

Metanol-
terbutilmetiléter-

agua (90: 6: 4)

DETECCION

UV-292 nm

UV 295 nm

Amperométrica

UV-292 nm

UV-292 nm

UV-290 nm

UV-292 nm

Matriz

Vitamina E

Especias y

vegetales

Semillas y

nueces

Formula

Lactea

Formula

Lactea

Alimento
para

mascotas

Suplemento
alimenticio

para beber

Tabla 3. Combinaciones de columnas, fase mévil y detector en el analisis de vitamina E.
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CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA

La cromatografia es una técnica de separacion fisica que permite separar, aislar,
identificar y cuantificar los componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra es
distribuida entre dos fases, una fase estacionaria y una fase movil, de tal manera que se establece
un equilibrio entre ambas fases, el cual se puede representar por medio de una constante de
equilibrio'”:

[Conc analito] ., cor

Ke =
q [Conc anallto]FASE MOVIL

Cada componente se distribuira de modo diferente dependiendo de la afinidad con cada
fase como consecuencia de las interacciones que se generen entre el analito y las fases (pueden
ser de tipo hidrofilicas, hidrofébicas, interacciones polares, electrostaticas, Fuerzas de Van Der
Waals, etc.)™. De acuerdo con la naturaleza de las fases involucradas y con los mecanismos de
separacion, es posible distinguir diferentes tipos de cromatografia; una de estas clasificaciones
que se puede dar es aquella que se divide respecto a la fase movil y después se puede subdividir

por su fase estacionaria, tal como se muestra en la figura 3.

CROMATOGRAFIA
] - FLUIDOS ZONA
GASES p| |HQUIPOS c SUPERCRITICOS || | ELECTROFORETICA
L
A o]
SOLIDO LiQuIDO L LiQuibo
] [Feveo] g L] |
M
N SOLIDO
NI |
|| FASE QuiMicAMENTE
Lyl UNIDA
- PAR IONICO |
a' INTERCAMBIO IONICO |
»l EXCLUSION |

FILTRACION EN GEL |

PERMEACION EN GEL |

Fig.3. Clasificacion general de las técnicas cromatograficas.
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Instrumentacion.

Durante muchos afios se practicd la cromatografia liquida en una forma “clasica” la cual
consistia de una columna de vidrio rellena con algiin material, como silice o alimina en la que se
introducia la muestra disuelta en la fase movil después se adicionaba mas fase moévil para hacer
eluir la muestra a través de la columna. Como el disolvente o fase movil fluia a través de la
columna por efecto de la gravedad, apenas se producia una débil presion ejercida para que la
muestra pasara a través del relleno, con lo cual los tiempos de andlisis se hacian muy largos
(horas o dias), el material de relleno solo se podia utilizar una vez debido a que parte de la
muestra se absorbe en forma irreversible, ademas que la identificacion y cuantificacion de los
componentes eluidos debia realizarse con otras técnicas analiticas. Debido a estos inconvenientes
surgid la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE por sus siglas) junto con todo el
instrumental que lo compone que permite grandes ventajas respecto a la forma “clasica”".

La figura 4 muestra los componentes principales de un sistema de cromatografia de

liquidos de alta eficiencia.

Fuente de fase

movil (a)

Sistema de
introduccion de

Sistema de
separacion (d)

Sistema de

deteccion (e)

Sistema de
registro (f)

muestra (c)

Sistema de
bombeo (b)

Fig. 4. Componentes principales del sistema cromatogrifico®.

A).- Fuente de fase movil.

Para el almacenamiento de la fase movil se pueden utilizar recipientes de vidrio (fig. 5),
acero inoxidable o plastico inerte, de una capacidad de 1 a 3 litros. La fase moévil puede estar
constituida por un solo disolvente o una mezcla de disolventes, los cuales deben de cumplir las
siguientes condiciones:

v" Disolver la muestra. v" Que no sean toxicos o peligrosos.
v" Deben de ser de alta pureza. v' Ser compatible con el detector a
v Tener baja viscosidad. utilizar.

v' Ser inertes. v" Ser barato o accesible.
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Ademas de las caracteristicas descritas, es necesario que los disolventes no contengan
particulas o impurezas solidas que pudieran entrar al sistema cromatografico ya que pueden
obstruir la tuberia o danar el sistema de bombeo asi como la columna. Para evitar esto, en los
equipos existen filtros de material inerte para la toma de fase movil (generalmente de teflon,
acero inoxidable o vidrio), los cuales evitan la entrada de estas particulas (fig. 5).

Otro aspecto importante es la desgasificacion de la fase moévil, por que hay una gran
probabilidad de formacion de burbujas al trabajar con el disolvente o al hacer mezclas de ellos
(para preparar la fase movil) debido a que el oxigeno y el nitrdgeno componentes del aire se
encuentran disueltos en ellos, y en caso de que las burbujas ingresen al equipo puede danar el
sistema de bombeo, disminuir la eficiencia de la columna y afectar el funcionamiento del
detector. “Actualmente, en muchos instrumentos, el recipiente que contiene la fase movil esta
acondicionado para efectuar la remocion de estos gases o esta acoplado al instrumento un
mezclador y desgasificador en linea con los cuales se remueven estos gases. De no contar con
estos instrumentos, una forma es aplicar vacio sobre el recipiente que contiene la fase movil,
mientras se agita el liquido con un agitador magnético, si esto no es suficiente, se procede ademas
a calentar ligeramente el liquido en tanto que el espacio libre del recipiente se purga con
nitrégeno o con algun otro gas inerte menos soluble '°. Los disolventes mas empleados para
CLAE son:

Polares: Acetonitrilo, isopropanol, metanol, agua.

No polares: Hexano, cloruro de metileno, cloroformo.

400

300

200

— -‘-— 100

Fig. 5. Recipiente de vidrio y filtro de teflon.
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Dependiendo si la fase mévil mantiene el mismo poder de elucion (composicion) durante
la corrida o varia, se puede trabajar bajo dos formas de elucién conocidas como:

e Isocratica: Se mantiene el mismo poder de elucion, esto es, que se mantiene la misma
composicion de la fase moévil (la proporcion del disolvente o los disolventes que la
constituyen no varian en el tiempo que dure el analisis en el cromatdgrafo).

e Gradiente de elucion: Se varia el poder de elucion, en esta forma hay una variacion en la
que la composicion de la fase movil durante el tiempo que dura el andlisis en el

cromatografo.

B).- Sistema de bombeo.

Las columnas que se utilizan en la cromatografia de liquidos estan rellenas de materiales
especiales de particulas muy pequenas (del orden de 15-5um), lo cual hace que la resistencia
(presion) al flujo de la fase movil sea muy elevada. Por esta razon, se requiere un sistema de
bombeo que haga fluir la fase mévil a un flujo razonable, pues de lo contrario los andlisis serian
excesivamente largos.

Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo para la técnica de CLAE son:

e Presion maxima de operacion (usualmente 400 atm).
e Intervalo de volimenes obtenibles (entre 0.5 y 10 mL/ min).
e Reproducibilidad y constancia del flujo (aproximadamente 1 %).

e Caracteristicas de flujo (continuo o pulsado).

De acuerdo a las caracteristicas de funcionamiento y de disefio, se pueden considerar
basicamente dos tipos de bombas:
e Bombas neumaticas.
e Bombas mecanicas.
E lo que atafie a las mecénicas existen dos tipos distintos:
e Bombas reciprocas (piston o diafragma).

e Bombas de desplazamiento continuo.

Debido a que se trabajo con un cromatografo de liquidos que tiene integrada una bomba

de doble piston (reciprocante), sélo se explicara el funcionamiento de dicha bomba.
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Inicialmente las bombas estaban constituidas por un piston que desplazaba flujos de
volumen constante en forma no continua, sino mas bien pulsante. La maxima presion que se
puede obtener es de aproximadamente 600 atm. La forma en como operan es la siguiente:
mediante el movimiento del piston y a través de un sistema de valvulas (llamadas valvulas
“check” que son esferas usualmente de cuarzo o zafiro) que alternadamente se abren y cierran, se
llena y vacia, de modo alternativo en una pequefia cimara'’. Una de las desventajas que tenia esta
bomba es que el fluyjo que se obtenia un flujo en forma pulsante y no en forma continta y
uniforme. Lo anterior puede causar pérdida en la eficiencia de la columna e inestabilidad del
detector y por tanto era necesario eliminar dichas pulsaciones. Este problema se solucion6
implementando en el sistema un juego de dos pistones sincronizados, con el fin de que mientras
uno de ellos carga la fase movil hacia la camara, el otro la expulsa hacia el sistema
cromatografico, con esto es posible mantener volimenes y flujos constantes ya no pulsantes, por

lo que se eliminan las posibles de afectar el sistema cromatografico' (fig. 6).

1000 A

000 « »

= 0000 vV .

Fig. 6. Sistema de bombeo cromatégrafo Marca Knauer y cabezales de los pistones de la bomba.

C).- Sistema de introduccion de muestra.

Para introducir la muestra al sistema, se utiliza una valvula de inyeccion o una valvula de
seis pasos. La introduccion de la muestra a esta valvula se puede realizar en forma manual o
automatizada, la primera es con una jeringa (fig. 7).

La véalvula tiene un rotor que gira es dos posiciones una de carga (load por su nombre en
inglés) y otra de inyeccion (inject por su nombre en inglés), ademds cuenta con una tuberia

capilar de acero inoxidable llamada “loop” en inglés (que puede ser de 5 a 200 puL de capacidad)
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en la cual la muestra es contenida antes de introducirla al sistema. La forma en que funciona esta
valvula es la siguiente:

En la posicion de carga (fig. 8 derecha), la muestra disuelta en la fase movil es introducida
mediante el inyector (Manual o automatico) para llenar el “loop”, ademas en esta posicion, la fase

movil pasa del sistema de bombeo a la columna.

Fig. 7. Jeringa de vidrio para introduccién de muestra, capacidad 250 pL.

En la posicion de inyeccidn, se permite el paso de la fase movil al “loop” para arrastrar a

. <7 1
la muestra hacia la columna y que se lleve a cabo la separacion'.

Fig. 8. A la izquierda se observa la valvula en la posiciéon de carga (load) y a la derecha se observa la

valvula en posicion de inyeccién (inject).

D).-Sistema de separacion.

En todo sistema cromatografico, ya sea en fase liquida o gaseosa, la columna es el
“corazdn” del sistema puesto que en ella se lleva a cabo la separacion de los componentes de la
muestra en estudio, por lo que se hard una descripcion de las caracteristicas generales de ésta.

Basicamente, la columna consiste en un segmento de tubo de algin material inerte
(usualmente acero inoxidable), de didametro uniforme y capaz de resistir altas presiones empacada

con la fase estacionaria.
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La longitud de la columna es por lo general, de entre 5-25 cm, aunque en ocasiones puede
ser mas larga. El didmetro interno en la mayoria de los casos es de 3-4 mm, pero en columnas de

tipo preparativo es de hasta 1 cm. El tamafio de la particula que se empaca oscila entre los 3-5

um'’ (fig. 9).

Fig. 9. Columna analitica Luna C-18 de 50 mm de longitud.

El tipo de la fase estacionaria con que se empaca la columna sera dependiendo el tipo de
cromatografia que se quiera trabajar como se indic6 en la fig. 3.

Las fases estacionarias mas utilizadas para empacar las columnas en CLAE son las fases
quimicamente unidas, en éstas se unen los grupos activos de la fase estacionaria a un soporte
(generalmente particulas de silica). Una ventaja de esta union es que permite que la fase mévil no
disuelva a la fase estacionaria y por consecuencia no produzca un deterioro considerable en ella,
por lo que su tiempo de vida util aumenta™.

Dependiendo de los grupos activos que se unan al soporte y el tipo de sustancias que se
quieran analizar, se podran trabajar 2 modalidades en la CLAE:

» Cromatografia en Fase Normal: Este tipo de modalidad implica la utilizaciéon de una
columna con tendencia polar, la cual se logra uniendo grupos funcionales con tendencia
polar al soporte en la columna. Los grupos que generalmente se utilizan son el grupo
amino (-NHy), el grupo hidroxilo (-OH) y el grupo nitrilo (-CN), y la fase movil a utilizar
es de tendencia no polar como hexano, tolueno, etc.

» Cromatografia en Fase Reversa: En esta modalidad la columna debe de tener una fase

estacionaria de tendencia no polar, por lo que se unen al soporte grupos funcionales con
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esta caracteristica, tales como: el grupo octil (-CgH}7), el octadecil (-C;sHs7), fenil (-CgHs)

y la fase movil que se emplea es de caracter polar como el agua, metanol, acetonitrilo, etc.

En este trabajo se empleo una columna de fase quimicamente unida Luna C-18
(octadecilo), y como fase movil una mezcla de acetonitrilo-metanol. Como se puede observar la
naturaleza de los grupos funcionales de la columna y la fase mévil que se utilizé nos indica que

se trabajo con una cromatografia en fase reversa.

E).-Sistema de deteccion.

El detector que se utilice debe ser capaz de generar y/o medir algin fenomeno fisico de
los compuestos (y/o de la fase mdvil) en forma continua a medida que sale de la columna, y
generar una sefial eléctrica proporcional a la concentracion de la muestra.

*Las caracteristicas que debe de cumplir el detector son:
o Respuesta: Puede ser universal o selectiva, segiin la capacidad que tenga el detector de
trabajar con todo tipo de compuestos o con solo un tipo de compuestos en especifico.
e Sensibilidad: Es la razon entre la sefial generada y la cantidad de muestra que produce
dicha senal.
e Ruido: Variacion en la sefal del instrumento que no es atribuida a la muestra sino a
alguna falla electronica, fluctuaciones del voltaje, variaciones en el flujo, temperatura, etc.
e Linealidad: Para utilizar la sefial generada por el detector como una medida cuantitativa,
dicha sefal debe guardar una relacion lineal con la concentracion del analito en estudio.
e Estabilidad: Un buen detector debe ser insensible a los cambios de temperatura y a la
variacion del flujo.
*Los detectores mas usados son de tipo:
» Espectroscopico: UV-Visible, Fluorescencia y Refractometria.
= Electroquimico: Amperométrico y conductimétrico®.

El cromatografo que se utilizd para el andlisis de la vitamina E en este trabajo cuenta con
un detector UV-Visible de longitud de onda variable (fig. 10). El cual funciona a partir de que la
muestra contiene analitos capaces de absorber radiacion electromagnética perteneciente al
intervalo del UV cercano al visible (que va de 180-400 nm para el UV cercano y de 400-800 nm

para el visible). Los analitos contenidos en la muestra que absorben dicha radiacion son llamados
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cromoforos y éstos son: compuestos con dobles ligaduras conjugadas y sistemas aromaticos. Pero
también pueden absorber algunos iones de compuestos inorganicos y algunos cationes de los

. ey 22
metales de transicion™.

|
!
|
|

Fig. 10. A la izquierda se observa el detector UV-Visible del cromatografo de la marca Knauer, a la

derecha se observa la celda de dicho detector.

F).-Sistema de registro.

La funcién que cumple este dispositivo es la de representar en forma grafica la sefal
generada por los compuestos en el detector, esto se puede lograr mediante un registrador, un
integrador electronico o una computadora (fig. 11). Al grafico obtenido se le asigna el nombre de

“Cromatograma”, el cual puede visualizarse en la fig. 12.

Fig. 11. Sistema de registro del cromatografo de la marca Knauer.
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Fig. 12. Cromatograma y sefiales que se obtienen.

En el cromatograma de la fig. 12, se pueden observar varias sefiales las cuales son
importantes de conocer para llevar a cabo estudios de caracter cualitativo-cuantitativo. Estas
sefiales son:

A Tiempo de retencion (t;): es el tiempo que la muestra permanece dentro de la columna y se
mide desde el momento en que la muestra se introduce al sistema hasta el momento que se
obtiene el punto méximo de la sefial o pico. El tiempo de retencion es caracteristico de la
muestra, la fase estacionaria, la fase movil y la temperatura.

A Tiempo muerto (tp): Es el tiempo requerido para que salga del sistema una muestra no
retenida en la columna y se determina midiendo el tiempo de retencion de la fase movil, o
bien una muestra con caracteristicas similares a ella.

A Tiempo de retencidon ajustado (t;’): Es la diferencia entre t; y to, es decir es la medida del
tiempo que la muestra permanece retenida en la fase estacionaria.

A Ancho de la base del pico (W) 0 ancho a la altura media del pico (Win): es la porcion de
linea base interceptada por tangentes trazadas en ambos lados de una sefal cromatografica.

A Area del pico. Con esta medida es posible calcular la concentracion de la muestra separada

en la fase estacionaria.

Con la informacion obtenida del cromatograma es posible determinar ciertos parametros

cromatograficos, los cuales al interpretarlos dan informacion de si las condiciones de trabajo son
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viables para la Optima separacion de los analitos de interés, con lo que se puede lograr un analisis

cuantitativo.
= Factor de capacidad (k’): se define como la cantidad de analito que se encuentra en la fase
movil entre la cantidad de analito en la fase estacionaria, el calculo de este parametro es

de la siguiente forma:

K = tro
t0
» Selectividad (a): da una idea de la afinidad de analito por la fase estacionaria (una medida

cualitativa de separacion). Para su célculo se requieren al menos dos analitos.

» Eficiencia (N): esta definido como el nimero de equilibrios (platos tedricos) que se
establecen entre el analito y la fase estacionaria. Este parametro nos dice la capacidad de
columna para llevar a cabo la separacion de un analito de la muestra. El calculo de este

parametro se hace utilizando la siguiente ecuacion:

N=16 {”J = 5.545 ( tr J
W, w,,,b

= Resolucion (Rs): Nos da informacion cuantitativa acerca de la separacion del area de un

pico respecto a otro, si la resolucion (Rs) > 1.5 indica que tenemos el 99.75% de

separacion entre los compuestos, y se calcula de la siguiente manera':
-~ Wyppp +Wipop,

Rs

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

La preparacion de la muestra antes de su andlisis instrumental es de méxima importancia
ya que con esto se logran 2 objetivos en particular: limpiar la muestra y/o realizar una
concentracion de ella. La limpieza de la muestra es necesaria cuando existen impurezas que
pueden interferir en la medicion del analito de interés. Por ejemplo, si se analiza la muestra con

UV puede ocurrir que una impureza absorba en la misma region que el analito de interés y con
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ello dar un falso resultado por lo que es necesario eliminarla de la muestra antes del analisis final.
Ademas, las impurezas pueden acortar la vida util de las columnas para la cromatografia de gases
y liquidos, por lo que es necesario eliminar dichas impurezas antes de inyectarlas en los
cromatografos.

La concentracion de las muestras incrementa la concentracion del analito por unidad de
volumen del solvente y se aplica cuando la solucion de la muestra con el analito de interés es
muy diluida para su anélisis instrumental directo.

Por muchos afios (y hasta la fecha), los procedimientos cldsicos de preparacion de
muestras han sido utilizados para lograr los objetivos antes expuestos y estds son la extraccion
liquido-solido,  liquido-liquido,  centrifugacion, filtracién, destilacién, precipitacion,
cromatografia en columna abierta, liofilizacion, etc. Pero como una alternativa a estas técnicas,
por los afios 80's se introdujeron nuevas técnicas de preparacion de muestras, entre ellas la
extraccion en fase solida (SPE por sus siglas en inglés)™. Por utilizarse esta técnica nueva en la
metodologia de extraccion de la vitamina E en el aceite de oliva planteado en este trabajo se
explicaran las caracteristicas mas importantes de ésta.

No se toman en cuenta propiedades de solubilidad, lo cual origina que tengamos una
mayor eleccion de disolventes para trabajar, amplia seleccion de fases, que permite una mejor
eleccion del mecanismo de extraccion para una mejor optimizacion del analisis, ademas de un
bajo consumo de disolvente, que se traduce en una mayor seguridad en la preparacion de
muestras, asi como una reduccion del impacto ambiental >’

La extraccion en fase solida, es una técnica que consiste en una extraccion liquido-sélido
a través de columnas o cartuchos de plastico (usualmente de polipropileno) rellenas con una
variedad de adsorbentes. El adsorbente en las columnas estd empacado entre dos filtros de
polietileno (de 20 um) con 100, 200, 500 o 1,000 mg de adsorbente de tendencias polares (por
ejemplo silica, cianopropil, diol, etc.), no polares (ejemplo octadecilo, octil, etil, etc.) o
intercambio i6nico (ejemplo carboxymetil, sulfonilpropil, dietilaminopropil, etc.). El volumen de
muestra que se puede manejar con las columnas va de 1 a 6 mL y para eluir la muestra
generalmente se utiliza una jeringa, pero también las columnas se adaptan a un equipo conectado
al vacio, dicho equipo tiene la ventaja de que se pueden manipular varias columnas con
muestra®®. La extraccién en fase solida se lleva a cabo mediante mecanismos de sorcion-

desorcion de los analitos en la superficie del material activo de las columnas. La retencion y
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elucion obedece o bien a una particion o bien a interacciones moleculares tales como:
interacciones i0nicas, dipolo-dipolo, puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, etc. Como
la disolucion de la muestra pasa a través del adsorbente, el o los analito(s) de interés se
concentran en la superficie del adsorbente, pero existe un equilibrio entre la concentracion de
analito(s) en la fase solida [A]s y el disolvente [Algisol, €5 decir:

[Als <—> [Aldisol

Para que el analito presente en la muestra se retenga en la columna este equilibrio debe de
estar desplazado hacia a la izquierda, mientras que para conseguir la elucion del analito en
cuestion el equilibrio debe desplazarse a la derecha®.

Cada adsorbente posee la llamada “capacidad de columna™ la cual se refiere a la cantidad
total de analito (o impurezas) que puede retener una masa especifica de adsorbente y esta
caracteristica es particular de cada adsorbente.

La mejor forma de utilizar la extraccion en fase solida es evaluando que concentracion de
analito se requiere, la complejidad de la matriz de la muestra, la naturaleza de los analitos asi
como las interferencias que pueda presentar la matriz. De esta evaluacion dependera si utilizamos
la SPE para realizar una concentracion de la muestra, una limpieza de la muestra o eliminamos la
matriz de la muestra®.

Para la preparacion de muestras con esta técnica se utilizan los pasos que se describen a

continuacion:

= Lavado y activacion de la columna. Esta operacioén tiene por objetivo solvatar los
grupos funcionales del material de relleno de la columna por que los analitos no pueden
interactuar con el relleno si sus grupos no se encuentran totalmente “activados”.

= Aplicacion de la muestra. La muestra se aplica en la columna la cual esta acoplada a una
estacion de vacio, haciendo que la muestra pase a través de la columna utilizando un flujo
determinado (para asegurar la completa interaccion entre el analito y los grupos del
adsorbente). Otra forma de aplicacion de la muestra es por medio de una jeringa.

Esta operacion puede efectuarse de dos maneras diferentes de acuerdo al modo de trabajo

que se seleccione, estas modalidades son:

¢+ Aplicacion directa de la solucion a inyectar de manera tal de lograr la elucion del

analito y la retencidén de impurezas cuyo comportamiento sea muy afin al adsorbente.

En este caso la preparacion de la muestra finaliza con esta operacion.
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% Retencion del analito en la columna utilizando un solvente débil, seguido de un lavado
con un solvente con el cual no eluya el analito y posterior elucion con un solvente
fuerte. Este método es el mas habitual y puede utilizarse para la pre-concentracion de

muestras pasando grandes volumenes a través de la columna.

= Lavado de la columna. Esta operacion se refiere a la eliminacion de las impurezas
retenidas en el paso anterior utilizando un solvente relativamente débil con el cual el
analito no eluye. El lavado de la columna no es indispensable, pero en general es
recomendable por que produce muestras mas limpias, con menos sustancias que pueden

interferir.
* Elucion del analito. Finalmente el analito se eluye con un solvente tal que posea la fuerza

de elucion apropiada para romper la interacciones que el analito establecid con el

adsorbente?*,

VALIDACION

La validacion es un término que se emplea para demostrar la capacidad que tiene un
método o técnica analitica para satisfacer ciertos requisitos, mediante el suministro de evidencia
objetiva, con los cuales se le puedan dar un grado de aceptacioén o rechazo a los datos obtenidos
por los métodos o técnicas analiticas desarrolladas o aplicadas.

La validacién de métodos se puede justificar por los siguientes aspectos:

» Moral y ética: La toma de decisiones dentro de una empresa se realiza basandose
en resultados obtenidos con métodos analiticos.

» Aseguramiento de la calidad: Los métodos analiticos estan definidos como un
sistema critico en el aseguramiento de la calidad de una empresa, ya que impactan de
manera directa en la calidad del producto.

» Econdmica: En una empresa es importante que los métodos de prueba se apliquen
en periodos de tiempo menor, disminuya su costo pero que sean confiables ya que de

ellos depende la liberacion del producto para su venta.
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Un método debe ser validado cuando es necesario verificar que sus parametros de

desempefio son adecuados para su uso en un problema analitico en particular, por ejemplo:

>
>

Se desarrolla un nuevo método para un problema en particular.

Se quiere hacer modificaciones a un método establecido o se quiere utilizar en un
nuevo problema.

Cuando el control de calidad de una empresa indica que el método de prueba se
cambia con el tiempo.

Un método de prueba se utiliza en un laboratorio diferente o se cambia de analista
e instrumental.

Para demostrar la equivalencia entre dos métodos.*®

La validacion de un procedimiento analitico normalmente consta de 3 pasos:

l.

Establecimiento de las condiciones por cumplir por parte de la metodologia, los
cuales se determinan por normatividad o por peticién de un cliente.

Determinacion de los parametros del procedimiento; los cuales son determinados
por el responsable que desarrolla la metodologia.

La valoracion de los resultados, que es la comparacion de los parametros
obtenidos con las condiciones establecidas y la decision de la validez del
procedimiento para el propdsito establecido; esta decision se toma considerando
las pruebas estadisticas a las cuales fueron sometidos los datos obtenidos con la

metodologia desarrollada.”’

Los parametros estadisticos que se utilizaron para validar el método desarrollado en este

trabajo fueron: Condiciones Optimas de trabajo, Linealidad del sistema, Precision del sistema y

del método (este ultimo expresado como Repetibilidad), Estabilidad de extractos obtenidos y

Recobro. Por lo tanto se dard una descripcion de cada una de estas pruebas a continuacion.

L.-CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO

Para la validacion de un método lo primero que se debe realizar es encontrar las

condiciones adecuadas de trabajo para el analisis cualitativo y/o cuantitativo del analito o analitos

planteados, para este trabajo fue el plantear una técnica de extraccion de la vitamina E de la

28



muestra de aceite de oliva tratando de utilizar la menor cantidad de muestra y reactivos, asi como
determinar si era posible la introduccion de la técnica de extraccion en fase sélida en las etapas
del tratamiento de la muestra en los procesos de limpieza y purificacion de los extractos de
muestra obtenidos, antes de su inyeccidn en el sistema.

También se comprobd que el analista y el sistema cromatografico a utilizar para el andlisis
cualitativo y cuantitativo de la vitamina E se mantenian en control en cuanto a su linealidad y

precision del sistema bajo las condiciones minimas planteadas en este proyecto.

IL-LINEALIDAD DEL SISTEMA

La linealidad del sistema es una medida que asegura que la relacion entre la respuesta
obtenida por el instrumento y la concentracion del analito tiene una tendencia o comportamiento
lineal en un intervalo dado. En esta prueba se quiere comprobar si hay una variacion directa y
proporcional entre dos variables: La variable dependiente, que en este caso seria la respuesta o
sefial del equipo y una variable independiente la cual es la concentracion del analito.

Para la linealidad del sistema un criterio de aceptacion internacional es que debe
observarse graficamente una tendencia lineal de los datos obtenidos, asi como que el valor del
coeficiente de correlacion de la regresion lineal aplicada a los datos de la curva de calibracion
sea™™:

>0.986r>0.98

Si se cumple con estas condiciones, se aplica una prueba de hipdtesis a la ordenada
obtenida de la regresion, para observar si la curva de calibracion parte del origen, esto se realiza
para decidir el tipo de ecuacion a utilizar para el calculo cuantitativo. Posteriormente se calculan
los intervalos de confianza tanto para la ordenada como para la pendiente de la curva obtenida
que permitira llevar el control de calidad de lotes de muestras de trabajo posteriormente.

La prueba de hipotesis a la ordenada, se realiza para observar si los datos obtenidos con
una técnica o método, tienen una tendencia lineal, con una ordenada que parte del origen, basados

en la ecuacion:

Y=9X+p
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Se establece la siguiente prueba de hipdtesis:
Hp: b=p,donde =0
Hi:b#p
El estadistico de prueba que se utiliza para este estudio es la “t de Student” para n-2
grados de libertad, ya que los coeficientes de regresion 3 (ordenada al origen) y y (pendiente) son
remplazados por las estimaciones de minimos cuadrados, para esto se realiza el analisis de los
datos para obtener una “t calculada” con los datos experimentales que se compara con una “t de

tablas”:

_b-p NSXX

@ Se 1 Sxx+ (nx)?

Donde:
b = Ordenada al origen.
B = Ordenada al origen poblacional ( = 0).
Se = Error tipico de estimacion.
Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente.
n = Numero de determinaciones.
X = Media experimental.
Ya que se trata de un ensayo bilateral 6 de dos colas, donde o es el nivel de significancia,
que se toma del 5% (o = 0.05), que corresponde a un valor usual de riesgo de cometer un error y
que se toma a nivel internacional en el desarrollo de la mayoria de las metodologias analiticas; el

error tipico de estimacion se calcula de la siguiente forma:

o SxxSyy — (Sxy)*
(N —2)nSxx

Doénde:

=1 =1

=1

n n 2
Syy=n>Y:’ - [ZY;)
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Para rechazar la hipotesis nula, se utiliza el siguiente criterio:
t cal. < 'ta/2 0 teal. > Lo
Para calcular el intervalo de confianza para la ordenada al origen con el mismo nivel de

significancia se utiliza la ecuacion:

Sxx + (nx )’
NSXX

IC=b+t

Para calcular el intervalo de confianza para la pendiente con el mismo nivel de

significancia se utiliza la ecuacion:

n

IC=mz+t ,Se
%\ Sxx
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I1L.- PRECISION
La precision se define como el grado de concordancia de las mediciones repetidas de una
misma propiedad (concentracion en este proyecto). La precision se puede determinar tanto para el

sistema coma para el método.

a) Precision del sistema.

La precision del sistema se define como el grado en que concuerdan las diferentes
mediciones de una misma propiedad, la validacion de técnicas analiticas (cldsica o instrumental)
se denomina como precision del sistema.

Los resultados de esta prueba normalmente no deben ser mayores del 2% del coeficiente
de variacion (o desviacion estandar relativa) para concentraciones altas y no mas del 5% para
concentraciones del orden de trazas para técnicas cromatograficas.

Para realizar esta prueba, se realizan pruebas de hipotesis con los datos obtenidos,
tomando en consideracion los siguientes criterios:

La hipotesis nula para el caso de precision del sistema es:

Ho: §2= 602, donde ('5()2 se calcula despejandola del Coeficiente de Variacion
Considerando un valor maximo del 5%.
Hi: §2> (502
Para muestras aleatorias que provienen de una poblacion normal de varianza ,’, se utiliza

la prueba estadistica y* con n-1 grados de libertad para su obtencién en tablas, y se realiza su

comparacion con una y> calculada con la siguiente formula:

,  (n-1)s?

cal. — 2
0

Donde:
n = Numero de determinaciones.
s? = Varianza estandar muestral.

602 = Varianza estandar maxima aceptada.
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Para rechazar la hipotesis nula, se utiliza el siguiente criterio:

2 2
anlculada > Za

2 2
anlculada > Z0.0S

El intervalo de confianza al nivel de 1-c, para la varianza de los datos (s)es:

(n—1)s? Py (n—1)s?
1 b1

Tomando la raiz cuadrada de cada miembro de la desigualdad se obtiene el intervalo de

confianza para “s” con el mismo nivel 1-c.

(n—1)s s (n—1)s
2

2
V4 4
. . . . . <7 2
Para este estudio se consideran dos colas iguales, a pesar de que la distribucién ¥~ no es

simétrica para evitar calculos complicados.

b) Precision del método.
Esta se puede expresar como repetibilidad o reproducibilidad, como en este proyecto sélo

se realizd la repetibilidad, s6lo se explicara en este trabajo su procedimiento para calcularlo.

Repetibilidad

La repetibilidad esta definida como el grado de concordancia entre determinaciones
independientes de soluciones con una concentracion conocida, proveniente de una solucion
madre, que contiene una muestra homogénea del producto. Los ensayos son realizados por el
mismo analista en las mismas condiciones de trabajo.

Los resultados de esta prueba (igual que en el caso de precision del sistema) normalmente
no deben ser mayores del 2% del coeficiente de variacion (o desviacion estandar relativa) para
concentraciones altas y no mas del 5% para concentraciones del orden de trazas para
metodologias con aplicacion de técnicas cromatograficas.

La prueba de hipotesis que se establece para este caso es el siguiente:

Hy: s* = 6¢°, dénde o,” se calcula despejandola del Coeficiente de Variacion
Considerando un valor maximo del 5%.

2 2
Hi:s"> o9
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. . ., . 2 oy
Para muestras aleatorias que provienen de una poblacion normal de varianza c,°, se utiliza
, . 2 . ., .
la prueba estadistica ¥~ con n-1 grados de libertad para su obtencion en tablas, y se realiza su
comparacion con una ” calculada con la siguiente formula:

, _(n=1)s’

cal. — 2
0

Donde:
n = Numero de determinaciones.
s? = Varianza estandar muestral.

2 . . .
oo~ = Varianza estdndar méxima aceptada.

Para rechazar la hipdtesis nula, se utiliza el siguiente criterio:

2 2
anlculada > Za

2 2
anlculada > Z0.0S

El intervalo de confianza al nivel de 1-c, para la varianza de los datos (s)es:

(n—1)s? ey (n—1)s*
e I

Tomando la raiz cuadrada de cada miembro de la desigualdad se obtiene el intervalo de

[IP=2]
S

con el mismo nivel 1-c.

(n—1)s

2
L ocs< (”—95
V4 4

confianza para

Para este estudio igual que en precision del sistema se consideran dos colas iguales, a

. . ., 2 . . , .
pesar de que la distribucion x~ no es simétrica para evitar calculos complicados.

IV.- ESTABILIDAD DE MUESTRA
Se trata de observar el efecto que tiene el disolvente sobre el analito, vitamina E en este
caso. Se recomienda un minimo de 16 horas de almacenamiento. Para ello se dejan las muestras

ya preparadas ya sea a temperatura ambiente, bajo luz solar, en refrigeracion, etc.
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El objetivo es establecer las condiciones adecuadas de almacenamiento de las muestras.
Es posible utilizar las muestras que se hayan preparado para la prueba de repetibilidad de un
mismo analista para el dia 1.

Las pruebas de hipotesis son aplicadas a las varianzas y quedarian de la siguiente manera:

Hy: 021 = 022
H;: 6% # 6%

Como se trata de determinar si las dos muestras provienen de la misma poblaciéon con
varianzas iguales (es decir misma precision), se utiliza el estadistico F de Fisher o Snedecor
comparando la F en tablas con ny.1, ny-1 grados de libertad con respecto a una F calculada que se
obtiene de la siguiente manera:

2
|:cal = i
S
Donde:
s;> = Varianza muestral mayor con ny;.; grados de libertad.

szz = Varianza muestral menor con ny,.; grados de libertad.

NOTA: ny debe ser el nimero de datos con el valor de varianza mayor y n,, es el nimero de datos con el valor de

varianza menor.
Para rechazar la hipotesis nula, se utiliza el siguiente criterio:
Fea>Fan (nye1, Ny grados de libertad)

Una vez sabiendo el resultado de la prueba de hipdtesis de las varianzas, se realiza la
prueba de hipotesis sobre las medias ya sea considerando varianzas semejantes o diferentes,
estableciendo como prueba de hipotesis:

Ho: pi-p2 = 0, es decir p; = o
Hi: i # w2
Para esto se realiza la prueba “t de student”, en caso de ser semejantes las varianzas se

utiliza la siguiente ecuacion para obtener el resultado de esta prueba:

e _ %% nny(n+n, )
+(n,, ) n +n,

)

Con grados de libertad de (n;+ ny)-2.
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En el caso de que las varianzas no sean semejantes, el calculo de la t, a utilizar es:

Con ¢ grados de libertad y éstos se calculan con la ecuacion:
2

2 2

s. s

nl n2
2 2

5 s;
nl n2
+

n -1 n,-1

¢=

En cualquiera de los 2 casos el criterio de rechazo de la hipdtesis es:

tcaL <_t0t/2 0 tcal>t(x/2

V.-Recobro o Recuperacion

En el caso de muestras o matrices en los que no es simple realizar linealidad del método,
es comun realizar el calculo de recobro para tomar a éste como un factor importante de
correccion para los célculos cuantitativos que se realicen al analizar las muestras.

En este caso el recobro es el resultado expresado en términos de porcentaje de la
comparacion entre la concentracion del analito problema que se obtiene y la concentracion que
debe obtenerse después de tratar una muestra a la que se le ha adicionado una concentracion
conocida de analito lo que es conocido como “muestra fortificada™®.

Para obtener el % de recobro se aplica la siguiente operacion:

[Conc.analito]obtemda x 100

% Recobro = -
[Conc.analito]

Tedrica
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Para llevar a cabo el trabajo experimental de este proyecto sé utilizo el siguiente material,

muestras, reactivos, aparatos y equipos:

MATERIAL
» Matraz bola de fondo plano de 250 mL y refrigerante 24/40.

» Equipo de reflujo marca “Quickfit/Aldrich”:
¢ Matraz bola de fondo plano de 100 mL.
% Refrigerante.
» Equipo de reflujo marca “Wheaton:
% Microviales de reaccion con fondo conico de 5 mL. Supelco Inc. USA.
¢ Microcondensador 80 mm rosca de tornillo 13-245.
% Conectores para viales 13-245 a 20-400 Aldrich, USA.
Pipetas graduadas de 1 mL y 5 mL.
Embudos de separacion de: 250 mL y 50 mL marca Quickfit/Aldrich.
Vasos de precipitados de 10, 20,50 y 100 mL.

Matraz aforado de 20 mL marca MBL, volumen Nominal 20 mL, tolerancia + 0.04 mL.

YV V V VYV V

Matraces aforados de 10 mL Blaubrand, con volumen nominal de 10 mL, valor medio

10.0054 mL, tolerancia + 0.0400 mL certificado ISO1042, No. de lote 03.04.

» Matraces aforados de 5 mL Blaubrand, con volumen nominal de 5 mL, valor medio
5.0001 mL, tolerancia + 0.0400 mL certificado ISO 1042, No. de lote 03.06.

»  Micropipetas de desplazamiento de aire:
% 10-100 pL marca Hamilton Soft-Grip con certificado ISO 9001.
% 100-1000 uL Hamilton Soft-Grip con certificado ISO 9001.
% 0.5-5 mL Transferpette con certificado ISO 9001:14001.

»  Columnas para filtracion de 3 mL con filtro dual de 20 um de polietileno, J. T. Baker.
Lote F51503.

»  Columnas de extraccion en fase solida de silica gel (SIOH) de 6 mL de capacidad (1,000
mg por columna). Lote B02550 J. T. Baker.

»  Filtros desechables de disco de 0.45 um de nylon. J. T. Baker, Lote V50420.

» Jeringa de 10 mL de capacidad con punta Luer para filtros de disco.
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MUESTRAS

A Para el desarrollo y optimizacioén de la metodologia de extraccion:

e Aceite de Oliva Extra Virgen Marca Borges producido en Espafia por Aceites Borges
Pont S.A. Lote:104975.
A Para la validacion de la metodologia:
e Aceite de Oliva Extra Virgen marca Borges lote: 104975.
e Aceite de Oliva Extra Virgen marca Ybarra Distribuido por Ybarra comercial de

México S.A Lote:005/75.

REACTIVOS
Compuesto Grado Compaiiia Lote
98% de
Vitamina E Chem service 306-76B
pureza
Metanol HPLC J.T. Baker F46267
Acetonitrilo HPLC Mallinckrodt HO76M51D56
Alcohol etilico absoluto
ACS J.T. Baker M25C64

anhidro

. . Laboratorio de desarrollo .
Acido Ascorbico --- _ _ . Donativo
experimental de alimentos

Obtenida con equipo

Agua ASTM tipo | -
Millipore
Hidréxido de potasio
ACS J.T. Baker N18C52
(perlas)
Eter Etilico RA Mallinckrodt 0850-P34D05
Sulfato de sodio anhidro
RA Mallinckrodt 8024T11D03
(granular)
NacCl (cloruro de sodio) Alimentario Sales del Istmo S.A. L-38

*Departamento de Alimentos ,, Facultad de Quimica, UNAM
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APARATOS

» Balanza analitica modelo Sartorius BL-120 S, peso maximo120 g, incertidumbre 0.1 mg.

» Canastilla para calentamiento Class-Col Apparatus Co.

» Reostato type/ 2PF1010. variable autotransformer. Staco, IC. Dayton Ohio No. 198574
UNAM.

» Parrilla de calentamiento con agitacion marca Barnstead/thermolyne, Modelo SP46615.

» Aparato de extraccion al vacio para cartuchos de extraccion en fase solida, J. T. Baker.

EQUIPO

» Cromatografo de liquidos de alta eficiencia modular marca “Knauer”, permite trabajar en
forma isocratica, que cuenta con:
¢ Sistema de Bombeo modelo Smartline Pump 1000 V7603 10/2003.
% Valvula de inyeccion Wellchrom 6-port/3 channel con un “loop” que permite inyectar
20 uL de muestra.

¢ Columna empacada de fase estacionaria quimicamente unida Luna C-18 de 50 mm de
longitud x 4.6 mm de diametro interno y tamano de particula de 5 pum, con tamafio de

poro de 100 A. Marca Phenomenex.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA LA INYECCION DE
LAS MUESTRAS

Los extractos obtenidos en las diferentes etapas experimentales se inyectaron en el

cromatografo de liquidos bajo las siguientes condiciones'’:
A Fase movil: 85% acetonitrilo - 15% metanol.
A Flyjo: 1 mL/ min.
A Vol. de inyeccion: 20 pL.
A

Amax. €N €l detector UV: 292 nm.
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El trabajo experimental desarrollado en este proyecto se dividi6 en dos etapas:

» La primera consistio en estudiar la reproducibilidad de la técnica determinando la linealidad y
la precision del sistema para observar si no habia variaciones en ésta (meses después de haber
sido validado) y asegurando el trabajo por parte del nuevo analista; posteriormente se
procedid al desarrollo y optimizaciéon de la metodologia de extraccion de vitamina E del
aceite.

» La segunda etapa de este trabajo fue validar la metodologia propuesta, en cuanto a su

repetibilidad, estabilidad de los extractos de las muestras y recobro.

VALIDACION DEL SISTEMA

Linealidad del sistema

Se prepararon 8 soluciones estdndar de vitamina E en metanol de 1 a 100 ppm de
concentracion. Posteriormente se inyectd por triplicado cada solucién y se obtuvo la curva patron,
misma que se analizd con pruebas estadisticas para comprobar si los datos tienen una tendencia

lineal y parten del origen.

Para preparar las soluciones se pesaron 4.8 mg de estandar de vitamina E, los cuales se
disolvieron en metanol hasta el aforo en un matraz aforado de 20 mL, con ello se obtuvo una
solucion madre de 240 ppm. De esta solucion madre, con las micropipetas se tomaron § alicuotas
diferentes (21, 110, 210, 420, 840 puL y 1.3, 1.7, 2.1 mL), las cuales se vertieron en matraces
aforados de 5 mL obteniéndose las soluciones con las siguientes concentraciones: 1.0, 5.3, 10.1,

20.2,40.3,62.4, 81.6, 101 ppm.

Precision del sistema

Esta prueba se realizé inyectando por triplicado 9 soluciones de una concentracion de 49.9
ppm, las cuales se prepararon tomando alicuotas de 1.04 mL de una solucién madre de 240 ppm
(la misma que se fue preparada para la prueba de linealidad) y aforando en matraces de 5 mL con

metanol.

Con los datos obtenidos se procedio a realizar las pruebas estadisticas para calcular la

precision respectiva.
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DESARROLLO DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION

Después de realizar estas dos pruebas e interpretar los resultados se procedi6 a desarrollar
la metodologia para extraer la vitamina E del aceite de oliva. Esta parte del proyecto se dividié en
3 estudios en los que después de realizar célculos respectivos y verificar la presencia de la

vitamina E en el cromatograma, se continuaba con la siguiente etapa.

1ER. ESTUDIO

Extraccion de la vitamina E por el Método AOAC (971.30)"

En esta parte se utiliz6é la metodologia base propuesta por la AOAC para conocerla. El
procedimiento fue el siguiente:

Se pesaron 4.989 g de aceite de oliva en un vaso de precipitados de 50 mL, el contenido
se transfiri6 a un matraz bola de 250 mL de capacidad, se adicionaron 20 mL de alcohol etilico
anhidro, ademas de 1.502 g de 4cido ascorbico (que tiene la funcion de actuar como
antioxidante). La mezcla anterior se calienta en una canastilla eléctrica por medio de un redstato
hasta ebullicion. Después del calentamiento, se retira el refrigerante, con una pipeta graduada de
vidrio se adicionan al matraz bola 5 mL de solucion concentrada de KOH, se coloca nuevamente
el refrigerante en posicion de reflujo y se calienta la mezcla por 15 min. Una vez que concluye el
tiempo de calentamiento, se retira el refrigerante de la posicion de reflujo (fig. 13 izquierda). El
matraz bola se coloca en un recipiente con agua fria, cuando disminuye su temperatura, se
adicionan 100 mL de agua. El contenido se transfiere a un embudo de separacion de 250 mL. Se
adicionan 25 mL de éter etilico, se tapa, se agita de forma manual por 10 seg y se retira el tapon.
Se deja reposar el embudo hasta visualizar la completa separacion de las fases, (la fase acuosa es
la inferior; la fase orgénica es la superior). Las fases separadas se colectan en vasos de
precipitado de 250 mL. La fase acuosa se transfiere nuevamente al embudo de separacion y la
extraccion con éter se realiza 4 veces mas (la cantidad total de éter utilizado fue de 125 mL), (fig.
13 derecha) las fases se colectan en los vasos destinados para ellas. Las fases orgénicas
colectadas se colocan en el embudo, se adicionan 20 mL de agua, se tapa el embudo, se agita de

forma manual por 10 seg y se retira la tapa, se toma una pequeia cantidad de la fase acuosa en un
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vaso de precipitados de 10 mL al cual se le agregan 2 gotas de indicador de fenolftaleina (la fase
acuosa restante se elimina). Si se presenta una coloracion fucsia intenso adicionar 20 mL mas de
agua, repetir los pasos anteriores hasta lograr pH neutro (cuando la fenolftaleina no presente
coloracion), una vez que se observe esta condicion se detiene el lavado. La fase organica se
colecta en el vaso de precipitados de 250 mL, al cual se le adiciona poco a poco Na,SO4 anhidro,
hasta que se observa la formacion de un aglomerado en el fondo del vaso y que ya no haya
particulas de sulfato dispersas en la fase organica, se decanta, la fase organica se coloca en un

matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Fig. 13. Etapa de saponificacion (izquierda) y extraccion liquido-liquido (derecha) con el método

de la AOAC. El material utilizado tiene una capacidad de 250 mL.

Se evapora el disolvente por medio de bafio Maria en una campana hasta observar un
residuo aceitoso. Después de la evaporacion, se adicionan 5 mL de metanol y se agita hasta
disolver el residuo. El contenido es vertido a un matraz aforado de 10 mL, y se lleva al aforo con
metanol. El contenido se coloca en un vaso de precipitados de 10 mL, con una jeringa se toma la
solucion del matraz y se pasa a través de un filtro de 0.45 pum recibiendo el filtrado en frascos
viales de color &mbar.

Se procede a la inyeccion de esta disolucion en el cromatografo de liquidos de alta

eficiencia de la marca Knauer, obteniéndose el siguiente cromatograma:
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Cromatograma del extracto de vitamina E obtenido por método de AOAC.

Después de corroborar la presencia de la vitamina E y observar que las cantidades de
reactivos y solventes utilizados son grandes (como lo ilustra la fig. 13), lo cual trae como
consecuencia inicial un analisis costoso, peligro para el analista y contaminacion ambiental, por
lo que se tratd de optimizar inicialmente la técnica disminuyendo a la mitad las cantidades de

reactivos, solventes y muestra.

2DO. ESTUDIO

Extraccion de la vitamina E por medio del material “Quickfit”

Después de realizar la extraccion con el método de la AOAC, comprobar la presencia y
concentracion de la vitamina E en los extractos obtenidos de la muestra, se procedié a disminuir
las cantidad de muestra, los voliumenes de reactivos y disolventes para empezar a cumplir el
desarrollo y la optimizacion de la metodologia para extraer la vitamina E en materiales mas
pequetio, por lo anterior el material de vidrio tenia que disminuir por lo que se procedio a utilizar
el material de la marca “Quickfit” y asi poder manejar de manera adecuada las nuevas cantidades

a utilizar. El procedimiento fue el siguiente:
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Para la saponificacion de la muestra se pesaron 2.5 g de aceite de oliva, se adicionan 10
mL de alcohol etilico anhidro, 0.75 g de acido ascorbico y 3 mL de solucion concentrada de KOH
en un matraz bola de 100ml y se pone la mezcla a reflujo por 15 min. (fig. 14 izquierda).

Para la extraccion y lavado (fig. 14 derecha) de los extractos de la muestra se adicionaron
10 mL de agua, 13 mL de éter etilico por extraccion realizando 5 extracciones sucesivas (el
volumen total de éter utilizado para la extraccion fue de 65 mL) con 7 segundos para agitacion en
forma manual. Posteriormente se adicionan 5 mL de agua para cada lavado realizando 5 lavados

sucesivos (se utilizaron 25 mL totales de agua para el lavado).

Fig. 14. Etapa de saponificacion (izquierda) y etapa de extraccion liquido-liquido (derecha) con el
material Quickfit.
El secado de la muestra se realizd adicionando Na,SO,4 anhidro, después del secado se
realizd la evaporacion del solvente, se disolvio el residuo con metanol y se aforé a 10 mL.
Antes de la inyeccion al cromatografo de liquidos, se filtré dicha solucion con los filtros
de nylon de 0.45 um acoplados a la jeringa, colocando el extracto en frascos viales color ambar;
las disoluciones obtenidas de las muestras se inyectaron en el cromatografo de liquidos,

obteniéndose el siguiente cromatograma:
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Cromatograma del extracto de Vitamina E con material Quickfit.

Después de la inyeccidon e interpretacion del cromatograma obtenido, se corrobord la
presencia de la vitamina E por lo que la etapa siguiente de este proyecto fue disminuir todavia

mas las cantidades de muestra, reactivos y solventes.

3ER. ESTUDIO

Extraccion de la vitamina E por medio del material “Wheaton”

Para trabajar en este ltimo proceso de disminucion ya mencionado y poder manipular
cantidades mas pequefias se utilizo el material de marca “Wheaton” el cual, permite manejar
volumenes de 5 mL.

Este ultimo proceso de disminucion al dar un resultado positivo en la extraccion de
vitamina E del aceite de oliva, es el que se procedié a validar. Para ello se realizaron pruebas
iniciales en las cantidades para la saponificacién (fueron de 0.5 g de muestra, 4 mL de alcohol
etilico, 0.15 g de acido ascérbico, 0.5 m de KOH concentrada), se hicieron las adecuaciones y
optimizaciones correspondientes, las cuales dieron como resultado el siguiente procedimiento
experimental, en el que se definen las etapas en que se divide la metodologia desarrollada para

una mejor comprension de éste.
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Tratamiento de la muestra

Se pesa 0.5 g de aceite de oliva en un vaso de precipitados de 10 mL, el contenido se
transfiere a un vial de reaccion de la marca “Wheaton” (Vial I), se adicionan 0.4 mL de alcohol
etilico anhidro y 0.15 g de acido ascorbico; se adapta un refrigerante de la marca “Wheaton” en
posicion de reflujo, se procede a calentar en una parrilla con agitacion hasta ebullicion de la

mezcla anterior. Después del calentamiento, se retira el refrigerante.

Saponificacion

Con una pipeta graduada de vidrio de 1 mL de capacidad, se adicionan al vial 0.2 mL de
solucioén concentrada de KOH, se coloca nuevamente el refrigerante en posicion de reflujo y se
calienta la mezcla por 15 min. (fig. 15 izquierda). Una vez que concluye el tiempo de
calentamiento, se retira el refrigerante de la posicion de reflujo. El vial se coloca en un recipiente

con agua fria.

Extraccion liquido-liquido

Después de que ha disminuido la temperatura del vial, se adiciona 1 mL de éter etilico. El
vial se tapa y se agita de forma manual suavemente 30 veces”. Se deja reposar hasta la separacion
de fases (aproximadamente 2 min.)® (fig. 15 derecha). Se retira la tapa, con una pipeta Pasteur,
transferir la fase orgénica (la fase de arriba) a otro vial de reaccion vial (IT). Al vial que contiene
la fase acuosa (la fase de abajo) adicionar 1 mL de éter, tapar y agitar de forma manual
suavemente 30 veces. Se deja reposar hasta la separacion de fases. Se quita la tapa y se transfiere
la fase orgénica al vial (II). Este procedimiento se repite 1 vez mas (en total se utilizan 3 mL de
éter etilico). Las fases acuosas se desechan a un frasco de residuos bien etiquetado y destinado

para ello.

* La agitacion es colocando el vial en posicion vertical y con el movimiento de la mufieca se gira el vial cambiando
su posicion

® Durante el tiempo que transcurre la extraccion y separacion de fases, el vial se cubri6 con papel aluminio para
evitar la interaccion con la luz
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Fig.15. Equipo Wheaton para saponificacion de la muestra (izquierda) y extraccion liquido-liquido
(derecha). La capacidad de este material es de 5 mL.

Lavado del extracto

Al vial (II), se le adicionan 2 mL de agua, se tapa, se agita de forma manual 15 veces, el
vial se deja reposar hasta observar la separacion de las fases (I min. aproximadamente)® Se
destapa, con otra pipeta Pasteur se colecta la fase acuosa (la fase de abajo). En una placa de
toques se colocan 2 gotas de la fase acuosa (el resto se desecha en el frasco) y 2 gotas de
indicador de fenolftaleina. Si presenta coloracion (fucsia intenso) se repite el procedimiento
descrito hasta que la mezcla de fase acuosa e indicador no presente coloracion (aproximadamente

se utilizan 5 mL de agua para este lavado).

Eliminacién de agua residual y purificacion del extracto.

Después del lavado, para eliminar el agua residual, el extracto organico se coloca en un
vaso de precipitados de 10 mL y se hace pasar a través de una columna de extraccion de fase
solida que contiene Na,SO4 anhidro (aproximadamente 2.5 g) conectada al equipo de extraccion
al vacio recibiendo la solucion en el vial (III). La columna se enjuaga con 2 mL de éter y se

reciben en el mismo vial.

¢ Al igual que en la extraccion, se cubrid el vial con papel aluminio para evitar la interaccion con la luz
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Una vez que se haya eliminado el agua residual, se procede a purificar el extracto
organico, para lo cual se acopla una columna de silica gel de extraccion en fase solida al equipo
de extraccion con vacio (fig. 16), se adicionan 3 mL de éter a dicha columna para limpiarla y
activarla, y se hace fluir a través de la columna con un flujo constante, los 3 mL usados de éter se
desechan. Se adiciona el extracto organico a la columna, se deja “interaccionar” por 1 minuto
(sin aplicar vacio) y posteriormente se hace fluir la solucién a través de la columna a un flujo
constante, colectando el extracto en el vial (IV). Se adicionan 4 mL de éter etilico a través de la

columna para su enjuague, que se reciben en el vial.

Fig. 16. Equipo de extraccion con vacio en con los cartuchos en fase sélida (Manifold por su nombre

en inglés).

Evaporacion del solvente y disolucién del residuo.

En una campana de extraccion, el vial (IV) se coloca en un bafio de agua para evaporar el
solvente (cuidando de que el agua no este demasiado caliente ya que haber una rapida ebullicion
del solvente que puede provocar su expulsion del vial y se traduzca en pérdidas de la vitamina)®
Se retira del bafio el vial cuando se observa un residuo graso o cuando queden aproximadamente

0.5 mL de solvente. Después, se adicionan al vial (IV) 3 mL de metanol, se agita hasta re-disolver

4 Se recomienda que la temperatura del agua se encuentre entre 40-50° C

49



el residuo. El contenido es vertido a un matraz aforado de 5 mL, para llevar al aforo se adiciona
mas metanol. El contenido del matraz aforado se coloca en un vaso de precipitados de 10 mL,
con una jeringa tomar el contenido del vaso, adaptar un filtro de nylon de 0.45 um a la punta de

la jeringa, filtrar y colocar la solucion en viales de color ambar de 5 mL (fig. 17).

e @

Fig. 17. Equipo para filtracion de la muestra antes de su analisis instrumental.
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La metodologia para el andlisis de la vitamina E en el aceite de oliva queda resumido en el

siguiente diagrama:

Diagrama de extraccion de vitamina E con el material marca “Wheaton”

Pesar 0.5 g de aceite de oliva extra
virgen+ 0.4 mL ETOH + 0.15 g de
acido ascorbico, se transfieren a un
frasco vial (I) marca Wheaton de 5 mL,
adaptar un refrigerante en posicén de
reflujo

calentar hasta
ebullicion

SAPONIFICACION
quitar el refrigerante, adicionar

Calentar por 15
min. areflyjo

Enfriar el vial (I) en un

0.2 mL de NaOH conc. , adaptar
nuevamente el refrigerante

recipiente con agua
fria.

EXTRACCION
Adicionar 1mL de éter. Tapar y agitar el
vial suavemente por inversion 30

Adicionar 1 mL de éter.
Tapar y agitar el vial
suavemente por inversion

f .
ase acuosa 30 veces. Dejar que ocurra

veces.Dejar reposar 2 min. Con una
pipeta pasteur transferir la fase organica
(arriba) a otro vial de reaccion (Vial II)
con 0.010 g de acido ascorbico

Fase organica (1)

la separacion de fases.
Transferir la fase organica
al vial II

F. Org (I) Fase acuosa

Vial(ll) con extractos
organicos (1,11;1)

(i

Fase organica

Adicionar 1 mL de éter. tapar y
agitar el vial. Dejar separar
fases. Transferir la fase orgénica
Desechar la fase acuosa
restante.
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Diagrama de extraccion para material marca “Wheaton” (continuaciéon)

LAVADO
adicionar al vial (IT), 2 mL de
agua, agitar por inversion 15
veces. dejar reposar 1 min. Con
una pipeta pasteur sacar la fase
acuosa (inferior)

F. Orgéanica F. acuosa
Y A 4
adicionar 2 mL de agua, Adicionar 2 gotas de

agitar como se fenolftaleina
describid.Dejar reposar 1

min. separar fases

F. Orgénica

¢ ¢ F. acuosa

adicionar 1 mL de agua,
agitar como se

describi6.Dejar reposar 1

min. separar fases

Adicionar 2 gotas de

fenolftaleina

F. Orginica >l Adicionar 2 gotas de| Coloracion Repetir procedimiento
' F. Acuosa fenolftaleina de lavado
\
Extracto organico a | _ Sin coloracion
pH neutro. B

v

Pasar la fase organica por
columna de N&SOy4 anhidro

PURIFICACION
Verter el extracto
organico por una

columna de silica gel

Extracto
organico seco

(aprox. 3.5 g). Enguajar
columna con 2 mL de éter

v

CONCENTRACION Lavar columna
Evaporar solvente hasta 0.5 con 4 mL de éter
mL aproximadamente o
hasta observar una fraccion
aceitosa.

El residuo disolverlo en
metanol y aforar en matraz
a 5 mL con mas metanol

Inyeccién en cromatografo con la
siguientes condiciones:
F.M: 85% ACN-15% MeOH
flujo: 1 mL/ min.

Vol. Inyeccion: 20 ul.

1 del detector : 292 nm
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Analisis cualitativo y cuantitativo
Como ya se ha indicado en los estudios anteriores los analisis cualitativos y cuantitativos
se realizan inyectando las muestras en el cromatdgrafo de liquidos a las condiciones ya validadas

en este trabajo, obteniéndose el siguiente cromatograma:

100 -

50 -

3.067

2317 Vitamina E
J 7.017
0 —t — e~ o~ S A/‘—\ - A —_—
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Cromatograma de Vitamina E (Método con equipo Wheaton).

Después de haber realizado la extraccion en este tercer estudio y comprobar la presencia
de la vitamina E al obtener el cromatograma, la siguiente fase del proyecto fue realizar la

validacion de la metodologia propuesta.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA

Precision del método (Repetibilidad)

En este estudio se hace una comparaciéon de la variacion de los datos obtenidos contra un
valor fijo, en el caso del desarrollo o planteamiento de nuevas metodologias el criterio a utilizar

es no rebasar un error mayor al 5% con respecto al coeficiente de variacion.
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Para realizar esta prueba, con el método planteado se trabajaron 8 analisis de la muestra
de aceite de oliva extra virgen de la marca Borges por 4 dias (dos andlisis de muestra por dia),
obteniendo al final 8 extractos (disoluciones) de la muestra, cada una se inyect6 por triplicado en

el cromatografo de liquidos para su andlisis a las condiciones ya establecidas.

Para observar si hay cambios en los resultados que da el método al cambiar de aceite de
oliva (variaciones debido a diferencias en la matriz) se trabajé la muestra de aceite de oliva extra
virgen de la marca Ybarra con el mismo método planteado, de ésta sdlo se realizaron 3 analisis

los cuales se inyectaron también por triplicado en el cromatdgrafo de liquidos para su analisis.

Estabilidad de los extractos

El estudio de estabilidad se realiz6 trabajando 5 de los extractos obtenidos en la prueba de
repetibilidad para el aceite de oliva marca Borges, €stos se colocaron en viales ambar, sellando la
tapa de los viales con cinta de teflon y almacenandolos a una temperatura de 4° C (refrigeracion).
Posteriormente se inyectaron por triplicado en el cromatografo de liquidos para su andlisis a los 7
y 17 dias después de haber realizado su primer analisis para el estudio de repetibilidad indicado

como dia uno.

Recobro

Esta prueba pretende dar informacion acerca de la cantidad de analito que se pierde por la

aplicacion de la metodologia establecida.

Para realizar esta prueba, primero se pesaron 3.2 mg de estandar de vitamina E los cuales
se disolvieron en éter etilico y se aforaron con el mismo disolvente en un matraz aforado de 20
mL, dando una concentracion para esta solucion madre de 0.16 mg de vit. E / mL. Después en un
vaso de precipitados se colocod un agitador magnético y se pesaron 8.017 g de aceite de oliva
marca Borges, al vaso se le adicionaron 3.48 mL de la solucion previamente preparada, lo cual
representan 0.556 mg de vitamina E adicionada al aceite. Considerando que en el estudio de
repetibilidad, se encontr6 una concentracion de 12.08 mg de vit. E / 100 g de muestra, por lo que
en el aceite pesado habrd 0.968 mg de vitamina, en consecuencia, la muestra madre adicionada

para el andlisis contendrd 1.524 mg de vit E.
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Al final de cada analisis, la concentracién que se espera obtener de vitamina E es de 19

mg de vit. E/ 100 g de muestra.

Una vez realizada la adicion, el vaso se llevd a una campana de extraccion, se colocod en
una parrilla con agitacion, se cubrid con papel aluminio y se procedié a mantenerlo en agitacion

constante por 30 minutos para homogenizar perfectamente la muestra.

A esta muestra adicionada se le realizan 4 andlisis con la metodologia planteada,
trabajando esta prueba durante 2 dias (dos andlisis por dia), e inyectando por triplicado cada

extracto en el cromatdgrafo de liquidos para su andlisis.

Para esta prueba la muestra de aceite de oliva marca Ybarra la cantidad de aceite a pesar
fue de 7.877 g, de la soluciéon madre utilizada en el andlisis del aceite de oliva Borges se
adicionaron 3.48 mL (que contienen 0.556 mg de vitamina E). En la muestra de aceite Ibarra se
obtuvo una concentracion de 10.274 mg de vit. E / 100 g de muestra, por lo que para la cantidad
de aceite a utilizar se tiene la cantidad de 0.809 mg de vit. E que sumados a los mg adicionados,
se obtienen 1.365 mg de vitamina E, y la concentracién esperada sera de 17.332 mg de vitamina

E /100g de muestra.

Al igual que con la muestra Borges, la muestra se sometié al mismo procedimiento de
homogeneizacion. Se realizaron 4 analisis (al final de 2 dias) de la muestra adicionada con la
metodologia planteada, inyectando los extractos por triplicado en el cromatografo para su

analisis.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS



VALIDACION DEL SISTEMA

Como se menciond en la parte de metodologia, lo primero que se hizo fue comprobar las

condiciones en las que se encuentra el sistema cromatografico mediante las pruebas de linealidad

y precision para asegurar que seguia en control y conocer el manejo de la técnica. Los resultados

obtenidos son los siguientes:

Linealidad del sistema

De la inyeccion por triplicado de las soluciones estdndar indicadas en la parte

experimental se obtuvieron los siguientes valores:

Conc. (mg /L)

1.01

5.28
10.08
20.16
40.32
62.40
81.60
100.80

Estos valores se procesaron para obtener la grafica correspondiente y su regresion lineal.

Area;
0.089
0.818
1.765
3.713
7.732
11.707
15.663
18.839

Area, Areas
0.111 0.099
0.763 0.795
1.807 1.737
3.745 3.719
7.651 7.779

11.724 11.752
15.718 15.663
19.008 18.996

204 ‘ Curva Patrén de vitamina E I

Areas
=
1

Ecuacién de regresion lineal

Y=m*X+b dbénde:
m =0.191 L/mg

b =-0.1198
r=0.9998

T
40

T
60

Conc. (mg/L)

Gréfica 1. Curva patrén de vitamina E en un intervalo de 1 a 100 ppm.

57



En la grafica se puede observar que los datos presentan linealidad y tendencia al origen.
Al realizar la regresion lineal a los datos se obtiene que:
Pendiente (m) = 0.191 L / mg
Ordenada al origen (b) =-0.1198
Coeficiente de correlacion (r) = 0.9998
El coeficiente de correlacion es mayor a 0.98, por lo que cumple lo marcado para la
linealidad al desarrollar una metodologia®®.
Se procedid a verificar si la curva patron parte del origen por lo que se realizd el analisis
estadistico a la ordenada de la ecuacion obtenida. La prueba de hipdtesis planteada es:
Ho: b=p donde B =0
Hi:b#p
El estadistico de prueba a aplicar es la llamada “t” de Student, se toma un nivel de
significancia del 95% (a = 0.05). Lo anterior con los datos obtenidos da con 22 grados de libertad
(n-2), una “t” 2 - 0.025) €n tablas de 2.074.

Se realiza el calculo de la te,. por medio de la siguiente ecuacion:

¢ _b-p nSxx  _ 2910
@ se | Sxx+(nx)> '

donde:
b=-0.1198
B=0
n=24

X =40.206

n n 2
Sxx=nY X:* —[Z Xl] =715,925.475
1=1 1=1

n n 2
Syy=n> Y _(ZYZJ =26,116.852
=1

=1

Sxy =Y XiY —(Z le(zn:Ylj ~ 136,715.486

=1 =1 =1

SXXSyy — (Sxy)’
Sez\/ W= 132

(N —2)nSxx
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El criterio de rechazo a la hipotesis nula de esta prueba es: tea < -ten 0 teal > tan

Ahora, el valor de t.,; =-2.910 y el de ty, es -2.074 comparando los resultados se obtiene

que la te < -tyn, por lo que se rechaza la hipotesis nula, esto significa que los datos tienen
tendencia lineal pero no parten del origen.

Con esta prueba se demostro que la relacion entre el area obtenida y la concentracion del
analito tienen una tendencia lineal, es decir, hay proporcionalidad entre ellos.

Por consiguiente la ecuacion de la curva patrdn a utilizar es:
y=0.191 L/mg * x + (-0.119)

Una vez definida la ecuacion, se procede al calculo de los intervalos de confianza para la
ordenada y la pendiente con un 95 % de intervalo de confianza, obteniendo los siguientes

resultados:

Para la ordenada al origen

—\2
|C=bita Se M
% NSXX

IC =-0.119 + 0.098
Para la pendiente de la recta

n
IC=m+t Se | —
% SxX

IC =0.191 + 0.001
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Precision del sistema
Con esta prueba se comprueba la habilidad del analista en cuanto a la preparacion de
soluciones y la estabilidad del instrumento utilizado, ésta se realizd conociendo la dispersion que

tienen los resultados de las inyecciones por triplicado de las 9 soluciones de 49.92 ppm de

concentracion.
Solucién Area, Area, Area;
1 9.946 10.036 10.110
2 10.524 10.491 10.326
3 9.488 9.396 9.492
4 10.104 9.826 9.963
5 9.661 9.669 9.725
6 9.660 9.580 9.639
7 10.104 10.139 10.143
8 10.178 10.611 10.231
9 10.202 10.158 10.107

Tabla 4. Areas obtenidas de la inyeccion de las soluciones.

Los datos anteriores se procesaron estadisticamente y se obtuvieron los siguientes

resultados:
n 27
X 9.982
S 0.332
s 0.110
C.V. 3.326

Con los resultados anteriores, se aplico la prueba de hipotesis relativa a la varianza, en la
cual el estadistico de prueba a utilizar es la ¥ con n-1 grados de libertad, ya que se comparé

contra un valor puntual (5 % como méaximo del coeficiente de variacion).
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El planteamiento de la prueba de hipotesis es el siguiente:
Hy: §2= 002, donde 002 lo obtengo del 5% de error maximo aceptado.

2 2
Hi:s"> o9

La y” en tablas con 95% de nivel de significancia y 26 grados de libertad tiene un valor de
38.885.
El calculo de o, (desviacion estandar maxima aceptada contra la que se van a comparar

los resultados obtenidos) se realiza de la siguiente manera:

CV.= 90 4100 por lo tanto despejando se obtiene que:
X

Go=[(C.V.) (X)]/100 = [(5 %) (9.982)]/100 = 0.499

Se realiza el calculo de la 2 ... de la siguiente manera:

. _(n-1s* ((27—1)(0.332)2) 11500

O,

o (0.499)°

FEl criterio de rechazo de la Hy es si la chal_ > Xz rablas Y como 11.509 < 38.885 se tiene que

2 2 7 . . .
X cal. < X tablas, POT 10 que se acepta la hipotesis nula, por lo cual el sistema es preciso con un error
maximo del 5 %.
Se procedid posteriormente a calcular el intervalo de confianza (a un 95 % de nivel de

significancia) de la desviacion estandar (s):

(n-1)s? cse (n-1)s’
Zi/z le—a/z

Donde:

2 _ 2 _
X 2= X 0025 2= 41.923
le—(x/Z = X20.975, 26= 13.846

\/(27 -1)0332)° _ \/(27 ~1)(0.332)>
41.923 13.846

Obteniendo que el intervalo de confianza es:

0.261 <s<0.455

61



La realizacion de estas 2 pruebas demostraron que el sistema cromatografico utilizado y el
analista se mantenian en control (cumpliendo los requisitos establecidos) y cuyos valores
iniciales habian sido planteados en un trabajo previolz.

Una vez demostrado lo anterior y con el planteamiento de la metodologia de extraccion de
la vitamina E en el aceite de oliva utilizando el material “Wheaton” y que fue explicado en la
parte experimental se realizd el estudio de la informacién obtenida en la validacion de esta

metodologia planteada.
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VALIDACION DE LA METODOLOGIA

Precision del método (repetibilidad)

Como se describi6 en la parte experimental, se trabajaron 2 muestras de aceite para
conocer si el método es repetible, asi como para observar la variacion que puede haber entre las

muestras debida a su diferencia bioldgica.

Muestra Borges

mg de vit. E / 100 g muestra

Extracto | Conc; Conc, Concs

1 10916 @ 10.839 | 10.931
2 13.323 | 13.081 12.654
3 11.888 | 11.645 | 11.447
4 11.565 | 11.863 | 12.088
5 12.257 | 12.246 | 12.216
6 12.630 = 12.635 | 12.247
7 12.736 | 12.343 | 12.328
8 11.496 | 12.597 | 12.083

Tabla 5. Resultados obtenidos para muestra Borges.

Las concentraciones de los extractos se procesaron para obtener los siguientes parametros

que permiten realizar el estudio estadistico correspondiente:

n 24

X 12.086
S exp 0.657
Sexp 0.431
C.V. 5.433
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Como en el caso de precision del sistema, se plantea una prueba de hipotesis relativa a la
varianza, donde también se utiliza el estadistico de prueba de X2 con n-1 grados de libertad. El
juego de hipotesis es el siguiente:

Hop: s* = 002, donde oy’ lo obtengo del 5% de error maximo aceptado.
Hi: §2> (502

La XZ en tablas con 95% de nivel de significancia y 23 grados de libertad tiene un valor de
35.172.

El célculo de o, (desviacion estandar maxima aceptada contra la que se van a comparar

los resultados obtenidos) se realiza de la siguiente manera:
o, . .
C.V.= — x 100 por lo tanto despejando se obtiene que:
X

Go=[(C.V.) (x)])/100 = [(5 %) (12.086)]/100 = 0.604
Se realiza el calculo de la 2 ... de la siguiente manera:

» _(-1)s° _((24-1)(0.657)
ol (0.604)2

j =27.214

FEl criterio de rechazo de la Hy es si la chal_ > Xz tablas Y como 27.214 <35.172 se tiene que

chal, < thablaSg por lo que se acepta la hipotesis nula, por lo cual el sistema es repetible con un
error maximo del 5 %.
Se calculo el intervalo de confianza al 95 % de nivel de significancia para la desviacion

estandar (s).

2 2
(n —21)5 s (n . 1)s
Xal2 Xiar2
donde:

Xzoc/z = X2o_025, 23=38.076
le-a/2 = X20.975, 23=11.689
\/(24—1)(0.657)2 ol \/(24—1)(0.657)2
38.076 11.689

Obteniendo que el intervalo de confianza es:

0.510<s<0.921
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El valor de vitamina E encontrado en esta muestra con su intervalo de confianza (a un 95
% de nivel de significancia) sin tomar en cuenta el % de recobro, se realizé de la siguiente
b

manecra:

Z 7t

X =12.086

t w2, (0.025,22) = 2.074
n=24

s =0.657

0.657
Conc.:12.086.¢2.074*ﬁ =12.086 + 0.278 mg vit. E / 100 g muestra

Muestra Ybarra

mg vit. E /100 g muestra

Extracto | Conc; | Conc, | Concs

1 10.356 | 10.614 | 10.459
2 10.460 | 10.111 | 10.525
3 10.522 | 10.058 | 9.360

Tabla 6. Resultados obtenidos con el aceite Ybarra.

Al igual que con la muestra Borges se calcularon los parametros estadisticos para aplicar

la prueba de hipdtesis a la varianza utilizando el mismo estadistico de prueba (x2 conn-1 g.L):

n 9

X 10.274
S exp 0.391
exp 0.153
C.V. 3.808
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Se plantea la prueba de hipoétesis relativa a la varianza, se utiliza el estadistico de prueba
de X2 con n-1 grados de libertad. El juego de hipdtesis es el siguiente:
Hop: s* = 002, donde oy’ lo obtengo del 5% de error maximo aceptado.
Hi: §2> (502
La X2 en tablas con 95% de nivel de significancia y 8 grados de libertad da un valor de
15.507.
El célculo de o, (desviacion estandar maxima aceptada contra la que se van a comparar

los resultados obtenidos) se realiza de la siguiente manera:
o, : .
C.V.= — x 100 por lo tanto despejando se tiene que:
X

Go=[(C.V.) (X)]/100 = [(5 %) (10.274)]/100 = 0.514

Se realiza el calculo de la y2 ., de la siguiente manera:

0

» _(n=1)s’ :((9—1)(0.391)2

cal. — 2 = 4.640
o (0.514)*

FE1 criterio de rechazo de la Hy es si la chal. > Xz tablas Y como 4.640< 15.507 se tiene que

chal_ < thablas, por lo que se acepta la hipdtesis nula, lo cual indica que el sistema es repetible con
un error maximo del 5 %
Se calcul6 el intervalo de confianza al 95 de nivel de significancia para la desviacion
estandar (s)
n-1)s’ n-1)s’
-0 . (-

Xai2 Xi-al2
Donde:

W= 10025, 5= 17.535
le-a/z = X20,975, g=2.180

\/(9—1)(0.391)2 ol \/(9—1)(0.391)2

17.535 2.180
Obteniendo que el intervalo de confianza es:

0.264 <s<0.750
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El valor de vitamina E encontrado en esta muestra con su intervalo de confianza (a un 95
% de nivel de significancia) sin tomar en cuenta el % de recobro, se realizé de la siguiente
b

manecra:

7+t >
-— tal2 \/ﬁ
donde:

X =10.274

t w2, (0.025,7) = 2.365
n=9

s=10.391

0.391
Conc.=10.274.+2.365 *T =10.274 + 0.308 mg vit. E/ 100 g muestra

Estabilidad de los extractos 0 muestra

Como se indico en el capitulo de metodologia se analizaron 5 extractos obtenidos de la
muestra del aceite de oliva Borges trabajados en la prueba de repetibilidad, por lo anterior se les
mantienen sus numeros que se le dieron durante ese estudio y asi se colocaron en la tabla 6.

Los resultados obtenidos en la prueba de repetibilidad de estos extractos, seran manejados

como el primer dia de analisis para el estudio de estabilidad.

Dia 01 Dia 07 Dia 17

Muestra | Conc; | Conc, | Concg; | Conc; | Conc, | Concs | Conc; | Conc, | Concs

4 11.565 | 11.863 | 12.088 | 11.201 | 11.309 | 10.811 | 12.181 | 12.006 | 11.904
5 12.257 | 12.246 | 12.216 | 11.874 | 12.190 | 12.384 | 12.052 | 11.383 | 11.935
6 12.630 | 12.645 | 12.247 | 13.038 | 13.002 | 12.890 | 12.252 | 12.426 | 12.507
7 12.736 | 12.373 | 12.328 | 12.477 | 12.398 | 12.428 | 11.622 | 12.084 | 12.189
8 11.496 | 12.597 | 12.083 | 12.494 | 12.808 | 13.195 | 12.191 | 12.458 | 12.577

Tabla 7. Resultados de la prueba de estabilidad en mg vit. E /100 g muestra.
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Con los datos anteriores se calcularon los siguientes parametros, ademas de elaborar el

grafico correspondiente (Grafico 2).

Dia 01 Dia 07 | Dia 17

n 15 15 15

X 12.225 | 12.300 | 12.118

Se | 0370 | 0.715 | 0.326
s%p | 0.137 | 0511 | 0.106

20 4

"Estabilidad de los extractos" I

=
a
1

=
o
1

Conc. (mg / 100 g muestra)
[6;]
|

0 . , . , . , . ,
0 5 10 15 20

Tiempo (Dias)

Gréfica 2. Prueba de estabilidad de los extractos.

Como puede observarse en la grafica los extractos de vitamina E presentan una minima
variacion en la concentracion del analito, por lo que se puede afirmar que los extractos son
estables por lo menos 17 dias para su analisis.

Para confirmar lo anterior se realizaron las pruebas de hipdtesis respectivas a los
resultados obtenidos. La prueba estadistica que se presentard (para ejemplificar el procedimiento)
sera entre el dia 1 y el dia 17, en el anexo AS8- al anexo A1l se encuentran ademas de éstos, los

calculos de la prueba que se aplic6 a los datos del dia 1 y el dia 7.
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La prueba de hipotesis que se aplico a las varianzas con un nivel de significancia al 95%

fue el siguiente:
2 2
Hp: 871 =57
.2 2
Hl. S 7é S

Se realiza el célculo experimental de la F de Snedecor:

Donde:

s; = varianza muestral mayor con ny — 1 grados de libertad (15-1= 14).

s; = varianza muestral menor con n,, — 1 grados de libertad (15-1= 14).

Por lo que se tiene:

$7=0.137 con 14 grados de libertad

$3=0.106 con 14 grados de libertad

Obteniendo:

En tablas se encuentra que con grados de libertad (nM -Ln, —l) y un nivel de

significancia al 95% el valor de F o (0.025, 14, 14y= 2.979

El criterio de rechazo de la hipotesis nula es F,, > Fyn con ny g, ny por lo tanto como
1.285 < 2.979, es decir, la F, < Fiaplas ¥ se acepta la hipotesis nula, se concluye que el analista
presentd la misma precision y por lo tanto la prueba de hipotesis sobre las medias se hizo
considerando varianzas iguales.

Lo anterior plantea la siguiente prueba de hipdtesis para las medias:
Ho=p; =1
Hy = # W
Para realizar esta prueba el estadistico que se utiliza es la “t” de Student, por lo que se realiza el

calculo de ésta con la ecuacion para varianzas semejantes.
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t = Xil_xiz \/nln2(n1+n2_2)
R S (A 1~ B

12.225 —12.118 (15)(15)(15 +15 - 2) _ 339
(14 X0.137 )+ (14 X(0.106 ) 15 +15

cal —

Tomando en cuenta el nimero de datos se encuentra que en tablas la t,, con (n;+ ny) — 2
grados de libertad es igual a: t 0.025, 28) = 2.048

El criterio de rechazo de esta prueba es que la tey < -ty2 0 tea >t 4 2, como se puede
observar 0.839 < 2.048 por lo que la t ¢ <t pias por lo cual se acepta la hipétesis nula, lo que
indica que las muestras provienen de la misma poblacion, con lo que se concluye que los
extractos son estables por lo menos 17 dias para llevar a cabo su analisis cualitativo y cuantitativo
manteniendo los extractos guardados en viales color &mbar, sellados de la tapa con cinta de teflon

y en refrigeracion.

Recobro

Muestra Borges adicionada

En el caso de esta muestra se obtuvieron los siguientes resultados:

Conc.

Muestra (Mg/100g muestra) % Recobro
15.530 81.739
1 15.457 81.354
14.337 75.460
13.792 72.588
2 13.649 71.839
13.085 68.868
15.983 84.120
3 14.966 78.767
15.468 81.410
15.434 81.230
4 16.171 85.112
14.913 78.487

Tabla 8. Resultados de la prueba de recobro para el aceite de oliva de la marca Borges.
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Se realizan los calculos de los parametros estadisticos de los datos:

Conc.

0]
(mg/100g muestra) 76 Recobro

Promedio 14.899 78.42

Desviacion

estandar (s) 0.978 5.145

Coeficiente de

variacion (C.V.) 6.561 6.561

Como ejemplo del calculo del % recobro para esta prueba se tiene que:

(14.899mg vit.E /100g mta)
(19mgvit.E/100g mta),,,

% Recobro = x 100 =78.42%

En promedio para la muestra Borges el valor del recobro es de 78.42 %, lo que indica que
en la metodologia hay pérdidas de la vitamina E de aproximadamente 21.58 %.

Ahora bien, ya teniendo el valor del recobro, se calcul6 la concentracion de vitamina E
contenida en la muestra marca Borges (considerando el valor del recobro) realizando la siguiente
operacion:

Concentracion promedio de vitamina E en la muestra: 12.086 mg vit. E / 100 g muestra

Valor promedio del Recobro: 78.42%.

(12.086mg vit. E)(100)
78.42

=15.411mg Vit.E /100 g muestra
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Muestra Ybarra adicionada

En el caso de esta muestra se obtuvieron los siguientes resultados:

Conc.

Muestra (Mg/100g muestra) % Recobro
17.062 98.444
1 16.823 97.064
16.542 95.441
12.397 71.526
2 12.235 70.594
12.461 71.893
15.088 87.053
3 14.930 86.142
15.330 88.447
15.410 88.908
4 14.726 84.963
14.440 83.317

Tabla 9. Resultados de la prueba de recobro para el aceite de oliva de la marca Ybarra.

Se realizan los calculos de los parametros estadisticos de los datos:

Conc.

[0)
(mg/100g muestra) Y6 Recobro

Promedio 14.787 85.32

Desviacién 1678 9.679

estandar (s) ’ ’
Coeficiente de 11.345 11.345

variacion (C. V.)



Como ejemplo del calculo del % recobro para esta muestra se tiene que:

(14.787mgVit.E/100g mta)
(17.332mgvit.E/100g mta),,,

% Recobro = x 100 =85.32%

En promedio para la muestra Ibarra el valor del recobro es de 85.32 %, lo que indica que
en algun paso de la extraccion hay pérdidas de la vitamina E de aproximadamente 14.68 %.

Una vez que se obtuvo el valor del recobro, se procedi6 a calcular el contenido de
vitamina en la muestra de la marca Ybarra.

Concentracion promedio de la vitamina: 10.274 mg de vit. E / 100 g muestra

Valor promedio del recobro: 85.32 %

(10.274 mg vit. E)(100)

=12.041mgVit.E /100 g muestra
85.32

Comparando las concentraciones reales de vitamina E calculadas en las muestras
(considerando el valor del recobro) y los valores reportados en la literatura" * 7 se observa que
hay muy poca diferencia entre ellos, esto indica que si se afina el método en sus diferentes etapas
en las que podria haber pérdida de vitamina (por ejemplo, el tiempo y temperatura de
saponificacion, en el paso de la extraccion liquido-liquido utilizar otro disolvente o una mezcla de
disolventes por citar alguno éter de petroleo-éter etilico) se podra mejorar la recuperacion de la

vitamina E de la muestra.
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CONCLUSIONES



Después del trabajo experimental y las distintas pruebas estadisticas aplicadas a los datos

obtenidos con la metodologia desarrollada, las conclusiones finales de este proyecto son

>

Comparando las cantidades gastadas por la metodologia de extraccion desarrollada
con la metodologia oficial propuesta por la AOAC, se observa que hay un menor
gasto en reactivos, solventes y muestra.

La consecuencia de esta reduccién, es la generacion de menos sustancias
contaminantes, un menor riesgo del analista (por utilizar volumenes pequefios de
solventes inflamables), menor costo y manejo de varias muestras.

Se introduce en el proceso la utilizacion de cartuchos de la técnica de EFS que permite
el manejo de menor cantidad de reactivos, ahorrando tiempo en las partes de secado y
limpieza del extracto obtenido de la muestra, para después ser analizada por CLAE.
Aprovechando ya la técnica analitica de cromatografia de liquidos que habia sido
validada para el cromatografo de liquidos del laboratorio 3F, se pudo realizar el
analisis cualitativo y cuantitativo de la vitamina E, ya que el sistema para realizar el
analisis cualitativo-cuantitativo de la vitamina mantuvo una respuesta con tendencia
lineal y una precision con un error maximo del 5%.

La metodologia desarrollada es repetible con un error maximo del 5%.

Las condiciones de almacenamiento Optimas para los extractos obtenidos por la
metodologia desarrollada son: ser almacenados bajo refrigeracion (4° C) en frascos
viales color ambar, sellandolos de la tapa con cinta de teflon, dichas condiciones los
mantienen estables por o menos 17 dias para su andlisis instrumental.

La metodologia empleada para la extraccion de vitamina E presento un recobro que va
del 78 al 85 % para la matriz de aceite de oliva estudiada.

Con todo lo mencionado anteriormente se puede concluir que método
desarrollado permite la extraccibn de vitamina E de una matriz con
caracteristicas semejantes al aceite de oliva.

Al realizar el estudio a diferentes muestras de aceite de oliva se observo que los
resultados de concentracion obtenidos son bastante cercanos de entre 12 a 15 mg / 100
g de muestra, los cuales entran dentro del intervalo que se puede observar en la

literatura.
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ANEXOS



Pesar 5 g de aceite de
oliva extra virgen,
transferirlos al matraz
bola 250 mL

Por cada gramo de
aceite adicionar 4 mL de|
etanol, 0.3 g de acido
ascorbico

Colocar el refrigerante en
posicion de reflujo. Calentar

Retirar el refrigerante, enfriar
el matraz en un recipiente con
agua fria

Colocar el
refrigerante en

hasta ebullicion en la canastilla
con reostato. suspender el
calentamiento

v

Retirar refrigerante, por

posicion de reflujo.
calentar por 15 min.

cada g de aceite adicionar|
al matraz 1 mL de solde
KOH conc.

Por cada g de aceite adicionar

al matraz 20 mL de agua.
transferir la mezcla al
embudo de separacion

Adicionar al embudo 25 mL de éter. Tapar e

embudo, agitar de forma manual por 30 seg.
Destapar el embudo. Separar las fases, (la

fase acuosa es la inferior, la fase organica es

la superior)

Fase Organica

Fase acuosa

'

las fases organicas colectadas, se
transfieren al embudo de separacion,
adicionar 20 mL de agua, tapar el
embudo, agitar de forma manual por
15 segundos, destapar el embudo,
separar las fases

Fases Organicas

verter la fase de nuevo al
embudo, repetir la extraccion 4
veces mas con 25 mL de éter
cada una de ellas. Colectar las

fases organicas en el vaso

No hay
coloracion

Colectar en un vaso de 10
mL la fase acuosa (la de
abajo), adicionar 2 gotas

de indicador de

Si presenta
coloracion

Desechar la fase acuosa

restante y repetir el
procedimiento descrito

fenolftaleina

Colectar la fase organica en un vaso de
250 mL, adicionar NaSOy anhidro hasta

Evaporar el solvente hasta
observar un residuo graso

que se forme un aglomerado y no se

observe dispersion del sulfato en la

solucion. Decantar y transferir a un
matraz Erlenmeyer de 250 mL

mediante un bafio Maria en la
campana de extraccion.

El residuo se disuelve en 5
mL. de metanol. Se
transfiere a un matraz
aforado de 10 mL. se lleval
al aforo con metanol.

Se inyecta la solucion en el
cromatografo de liquidos de alta

Transferir la solucion a un vaso de
50 mL, con la jeringa tomar el

eficiencia marca Knauer a las siguientes
condiciones:
F.M: 85% ACN-15% MeOH
flujo: 1 mL/ min.
Vol. Inyeccion: 20 mL.
1 del detector : 292 nm

contenido y hacerlo pasar por el
filtro de disco hacia un frasco vial
ambar

ANEXO Al. Diagrama de extraccion método adaptado de la AOAC




Pesar 2.5 g de aceite de
oliva extra virgen,

Por cada gramo de
aceite Adicionar al

colocarlos en el matraz
de bola de 50 mL

matraz 4 mL de etanol,
0.3 g de acido ascorbico

Colocar el refrigerante Quickfit
en posicion de reflujo. Calentar
en una canastilla con reostato
hasta ebullicion de la mezcla.
Suspender el calentemiento.

Retirar el refrigerante y

Colocar el
refrigerante en

enfriar el matraz en un
recipiente con agua fria

posicion de reflujo y
calentar por 15 min.

Levantar el refrigerante,
por cada g de aceite
adicionar al matraz 1 mL
sol. de KOH conc.

Adicionar al matraz 10 mL
de agua por cada g de
aceite de oliva y transferir
esta mezcla al embudo de
50 mL.

Adicionar al embudo 12.5 mL

manual por 30 seg. Destapar

embudo. Las fases se separan

éter. Tapar el embudo, agitar de forma

organica superior; fase acuosa
inferior). la fase orgdnica colectarla en
un vaso de 250 mL rotulado.

de

el Fase

(fase

Acuosa

La fase acuosa, se colecta en un vaso de|
250 mL rotulado y se vuelve a vertir al

embudo, la extraccion con éter se repite 3
veces mas con 12.5 mL de éter cada una
Colectar las fases acuosas en un vaso de
250 mL rotulado

Fases Organicas

Transferir la fase a un vaso de 100 mL,
adicionar NaSQOy anhidro hasta

Fase Organica

Las fases orgéanicas colectadas,
transferirlas al embudo, adicionar 10

formacion de un aglomerado y no haya
particulas dispersas en la solucifon.
Decantar y transferir a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL

seg. dejar separar las fases.

mL de agua, agitar de forma manual 15

No coloracion Fase acuosa

Evaporar el solvente,
colocando el matraz en un
bafio Maria campana de
extraccion, hasta la
observacion de un residuo

Colectar la fase en un vaso de
50 mL, adicionar 2 gotas de

graso

El residuo se disuelve en
5 mL. de metanol. Se

indicador de fenolftaleina

Si hay
coloracion

v
Repetir el
procedimiento de
lavado descrito

Transferir la solucion a un vaso de
50 mL, con la jeringa tomar el

transfiere a un matraz
aforado de 10 mL. se
lleva al aforo con
metanol.

ANEXOA2. Diagrama de extraccion elaborado para material Quickfit/Aldrich

contenido y hacerlo pasar por el
filtro de disco hacia un frasco vial
ambar

S

cromatografo de liquidos de alta
eficiencia marca Knauer a las siguiente

F.M: 85% ACN-15% MeOH

e inyecta la solucion en el

condiciones:

flujo: 1 mL/ min.
Vol Inyeccion: 20 mL.
1 del detector : 292 nm




Conc. (X) | Areas (Y) X? Y? X*Y n 24
100.8 18.839 10,160.640 354.908 1,898.971 n-2 22
100.8 19.008 10,160.640 361.304 1,916.006 (nX)? 931116.923
100.8 18.996 10,160.640 360.848 1,914.797 m 0.191
81.6 15.663 6,658.560 245.330 1,278.101 b -0.119
81.6 15.718 6,658.560 247.056 1,282.589 Media X 40.206
81.6 15.663 6,658.560 245.330 1,278.101 Sxx 715925.475
62.4 11.707 3,893.760 137.054 730.517 Syy 26116.852
62.4 11.724 3,893.760 137.452 731.578 Sxy 136715.486
62.4 11.752 3,893.760 138.110 733.325 Sxx*Syy 18697719646.132
40.32 7.732 1,625.702 59.784 311.754 (Sxy)* 18691124182.215
40.32 7.651 1,625.702 58.538 308.488 n*Sxx 17182211.402
40.32 7.779 1,625.702 60.513 313.649 (n-2) nSxx 378008650.838
20.16 3.713 406.426 13.786 74.854 Se 0.132
20.16 3.745 406.426 14.025 75.499 b/Se -0.901
20.16 3.719 406.426 13.831 74.975 t cal -2.910
10.08 1.765 101.606 3.115 17.791 t o2, 22.0.025) 2.074
10.08 1.807 101.606 3.265 18.215
10.08 1.737 101.606 3.017 17.509 Prueba de hipétesis para la ordenada
5.28 0.818 27.878 0.669 4.319 He=b=f donde =0
5.28 0.763 27.878 0.582 4.029 H =b#p
5.28 0.795 27.878 0.632 4.198 Criterio de rechazo
1.008 0.089 1.016 0.008 0.090 tea< -ty O que tey>tyn
1.008 0.111 1.016 0.012 0.112 Conclusion: Como -2.910 < -2.074 Rechazo H,,
1.008 0.099 1.016 0.010 0.100 por lo tanto b#
Suma (X) 964.944 181.393 68,626.767 2,459.178 12,989.566 Esto es, que la ordenada es diferente de cero.
(Suma (2))* | 931116.923 | 32,903.420 | 4,709,633,092.873 | 6,047,556.519 | 168,728,813.230
Intervalo de confianza para ordenada Intervalo de confianza para la pendiente
Maximo -0.034 Maximo 0.193
Minimo -0.204 Minimo 0.189

Anexo A3. Prueba de hipotesis para la ordenada al origen
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Solucién | Areas n 27
1 9.946 X (media) 9.982

10.036 S exp 0.332
10.110 S exp 0.110
10.524 C.V.ew 3.326
10.491 C.V. 1 5
10.326 O 1es 0.499
9.488 O 1es 0.249
9.396 a 0.05 Intervalos de confianza para desv. Est.
9.492 G.L (n-1) 26 Minimo 0.261
10.104 Lol 11.503 Miximo 0.455
9.826 ¥ tablas s26) 38.885
9.963 ¥ 0.025.26) 41.923
9.661 X2(0.975,26) 13.844
9.669

9.725 | Prueba de hipdtesis:

9.66 |Hy=s’=o’donde: 6* =5 % de error maximo

958 |H;= $?> o’

9.639 | Criterio de rechazo de Hy:

10.104 | % car> % ablas

10.139

10.143 | Conclusion: Como y e < % iablas

10.178 | Se acepta la Hy lo cual quiere decir que:

10.611 | El sistema es preciso

10.231 | con un error maximo del 5 %

10.202

10.158

O (O[O0 [V [|[IJ|J N[N ||| [ [ [|H |[WIWIW (N[N [ |

10.107

Anexo A4. Prueba de hipdtesis para determinar la precision del sistema



**Conc.

Muestra nl:l(:z(s)tgz g) Areas i[?[(::lllc) (mg/100 g
mta)
1 0.5108 2.13 11.152 10.916
1 0.5108 2.115 11.073 10.839
1 0.5108 2.133 11.168 10.931
2 0.5089 2.59 13.560 13.323
2 0.5089 2.543 13.314 13.081
2 0.5089 2.46 12.880 12.654
3 0.5157 2.342 12.262 11.888
3 0.5157 2.294 12.010 11.645
3 0.5157 2.255 11.806 11.447
4 0.5102 2.254 11.801 11.565
4 0.5102 2.312 12.105 11.863
4 0.5102 2.356 12.335 12.088
5 0.5126 2.4 12.565 12.257
5 0.5126 2.398 12.555 12.246
5 0.5126 2.392 12.524 12.216
6 0.513 2.475 12.958 12.630
6 0.513 2.476 12.963 12.635
6 0.513 2.4 12.565 12.247
7 0.5264 2.561 13.408 12.736
7 0.5264 2.482 12.995 12.343
7 0.5264 2.479 12.979 12.328
8 0.5085 2.233 11.691 11.496
8 0.5085 2.447 12.812 12.597
8 0.5085 2.347 12.288 12.083

Factor de respuesta (Fr) =0.191

Ecuacion utilizada para calculo de concentracion en ppm:
*Conc. = Area / Fr

Ecuacion utilizada para el calculo de conc. En mg / 100 g muestra

**C (mg /100 g muestra) = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g /g mta)

Anexo AS. Resultados concentracion de vitamina E en la muestra marca Borges
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Muestra | Conc. n 24
10916 | X (media) | 12.086
1 10.839 S e 0.657
10.931 S’ exp 0.431
13.323 C.V. 5.433
2 13.081 C.V. 1 5
12.654 O 1es 0.604
11.888 Cl1es 0.365
3 11.645 a 0.05
11.447 G. L (n-1) 23
11.565 oear 27.153
4 11.863 | x*tablas 0s23 35.172
12.088 Yoo 38.076
12.257 Y 097523 11.689
5 12.246
12.216
12.630
6 12.635
12.247
12.736
7 12.343
12.328
11.496
8 12.597
12.083

Prueba de hipétesis:

Ho= s> = 6*donde: 6° = 5 % de error maximo
H] = S2 > (52

Criterio de rechazo de Hy:

2 2
X cal> X tablas

Conclusion: Como chal < thablas

Se acepta la Hj lo cual quiere decir que para la muestra Borges
El método es repetible con un error maximo del S %

Intervalos de confianza para la desv. Est.
Minimo 0.510
Maximo 0.921

Anexo A6. Prueba de Hipétesis para determinar la repetibilidad del método con la muestra marca Borges
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Peso de la

*Conc.

**Conc.

Muestra Areas mg/100
muestra (g) (ppm) (mfes tra;g
1 0.5076 2.008 10.513 10.356
1 0.5076 2.0581 10.775 10.614
1 0.5076 2.028 10.618 10.459
2 0.5248 2.097 10.979 10.460
2 0.5248 2.027 10.613 10.111
2 0.5248 2.11 11.047 10.525
3 0.5135 2.064 10.806 10.522
3 0.5135 1.973 10.330 10.058
3 0.5135 1.836 9.613 9.360

Factor de respuesta (Fr) =

0.191

Ecuacion utilizada para calculo

de concentracion en ppm:
*Conc. = Area / Fr

Ecuacion utilizada para el cilculo de conc. En mg / 100 g muestra

**C (mg /100 g muestra) = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g /g mta)

Conclusion: Como chal < thablas

Se acepta H, lo cual quiere decir que para la muestra Ybarra

el método es repetible con un error maximo de 5 %

**Conc.
Muestra (mg/100 g n 9
muestra)
1 10.356 | X (media) 10.274
1 10.614 S exp 0.391
1 10.459 exp 0.153
2 10.460 C.V.ep 3.808
2 10.111 C.V. 1es 5
2 10.525 G Tes 0.514
3 10.522 e 0.264
3 10.058 (1] 0.050
3 9.360 G.L (n-1) 8
chal 4.640
xz tablas 15.507
(0.05,8)
120.0258) 17.535
X2(0.975,8) 2.180

Prueba de hipotesis:

Ho= s’ = 6’ donde: 6° = 5 % de error max.
H] = S2 > (52

Criterio de rechazo de Hy:

2 2
X cal> XA tablas

Intervalos de confianza para la desv. Est.

Minimo
Maximo

0.264
0.750

Anexo A7. Resultados y prueba de hipétesis para determinar repetibilidad de método con la muestra marca Ybarra
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DiA 01

‘ Peso dela | *Conc. **Conc,
Muestra | Areas mta (g) (ppm) (mg/100 g
mta)

4 2.254 0.5102 11.801 11.565
4 2.312 0.5102 12.105 11.863
4 2.356 0.5102 12.335 12.088
5 2.4 0.5126 12.565 12.257
5 2.398 0.5126 12.555 12.246
5 2.392 0.5126 12.524 12.216
6 2.475 0.513 12.958 12.630
6 2.478 0.513 12.974 12.645
6 2.4 0.513 12.565 12.247
7 2.561 0.5264 13.408 12.736
7 2.488 0.5264 13.026 12.373
7 2.479 0.5264 12.979 12.328
8 2.233 0.5085 11.691 11.496
8 2.447 0.5085 12.812 12.597
8 2.347 0.5085 12.288 12.083

Promedio | 12.572 12.225

S exp 0.476 0.370
s% exp2 0.226 0.137

Factor de respuesta (Fr) = 0.191

DiA 07
**Conc.
Muestra Areas Pfﬁ:)ad(;)l a igg::lc) (mg/100 g
mta)
4 2.183 0.5102 11.429 11.201
4 2.204 0.5102 | 11.539 11.309
4 2.107 0.5102 11.031 10.811
5 2.325 0.5126 12.173 11.874
5 2.387 0.5126 12.497 12.190
5 2.425 0.5126 | 12.696 12.384
6 2.555 0.513 13.377 13.038
6 2.548 0.513 13.340 13.002
6 2.526 0.513 13.225 12.890
7 2.509 0.5264 | 13.136 12.477
7 2.493 0.5264 | 13.052 12.398
7 2.499 0.5264 13.084 12.428
8 2.427 0.5085 12.707 12.494
8 2.488 0.5085 13.026 12.808
8 2.563 0.5085 13.419 13.195
Promedio | 12.649 12.300
S exp 0.768 0.715
$* expt | 0.590 0.511

Ecuacion utilizada para calculo de concentracion

en ppm: * Conc. = Area / Fr

Ecuacion utilizada para el calculo de conc. En mg / 100 g muestra

**C (mg /100 g muestra) = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g /g mta utilizada)

Anexo A8. Concentracion de los extractos de vitamina E del dia 01 al dia 07
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Prueba de hipotesis sobre las varianzas dia 01 y dia 17 Prueba de hipotesis sobre las medias dia 01 y dia 17

s% expl 0.5107 X (prom) 12.300
s% exp2 0.137 X (prom) 12.225
n 15 X; - X2 [A] 0.075
ny 15 s*1/ nq [B] 0.034
G.Lq(ns -1) [H] 14 s%/n, [C] 0.009
G.L1(n2-1) 1] 14 (Raiz(B+C)) [D] 0.208
F cal 3.74 t .= (A/D) 0.362
F o2 0.025,14,14) 2.979 (B+C)* [E] 0.002
Hy: 8% 1= 5" exp2 B*H [F] 8.279E-05
Hi=8p1 £ ep2 C*1 [G] 5.921E-06
Criterio de rechazo de Hy G.L (®) = E/F+G 20.989
Fca> Fan t o2 0.02521) 2.080

Conclusion: Se rechaza Hy por lo tanto,
las varianzas son diferentes
Prueba de hipdtesis a las medias
Ho: pi =2
Hy:p # p2
Criterio de rechazode Hy: t o <-to2 0 tea > tan

Conclusion: Acepto Hyya que t .5 <t,, esto indica que
las medias son iguales, por lo tanto los extractos,
son estables por lo menos 07 dias para su analisis

Anexo A9. Prueba de hipdtesis para determinar la estabilidad de los extractos de vitamina E del dia 01 al dia 07
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Dia 01

‘ Peso de la *Conc. “*Conc.
Muestra Areas mta (g) (ppm) (mg/100 g

mta)

4 2.254 0.5102 11.801 11.565
4 2.312 0.5102 12.105 11.863
4 2.356 0.5102 12.335 12.088
5 2.4 0.5126 12.565 12.257
5 2.398 0.5126 12.555 12.246
5 2.392 0.5126 12.524 12.216
6 2.475 0.513 12.958 12.630
6 2.478 0.513 12.974 12.645
6 2.4 0.513 12.565 12.247
7 2.561 0.5264 13.408 12.736
7 2.488 0.5264 13.026 12.373
7 2.479 0.5264 12.979 12.328
8 2.233 0.5085 11.691 11.496
8 2.447 0.5085 12.812 12.597
8 2.347 0.5085 12.288 12.083
Promedio 12.572 12.225

S exp 0.476 0.370

s% expl 0.226 0.137

Factor de respuesta (Fr) = 0.191

Ecuacién utilizada para calculo de concentracion en

ppm:

*Conc. = Area / Fr

DiA 17
**Conc.
Muestra Areas PIeI?;)ad(eg)l a ilfl())ll:lc) (mg/100 g

mta)

4 2.374 0.5102 12.429 12.181
4 2.34 0.5102 12.251 12.006
4 2.32 0.5102 12.147 11.904
5 2.36 0.5126 12.356 | 12.052
5 2.229 0.5126 11.670 | 11.383
5 2.337 0.5126 12.236 | 11.935
6 2.401 0.513 12.571 12.252
6 2.435 0.513 12.749 12.426
6 2.451 0.513 12.832 12.507
7 2.337 0.5264 12.236 11.622
7 2.43 0.5264 12.723 12.084
7 2.451 0.5264 12.832 12.189
8 2.368 0.5085 12.398 12.191
8 2.42 0.5085 12.670 12.458
8 2.443 0.5085 12.791 12.577
Promedio | 12.459 12.118

S exp 0.325 0.326

*exp2 | 0.106 | 0.106

Ecuacion utilizada para el calculo de conc. En mg / 100 g¢ muestra
**C (mg /100 g muestra) = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g /g mta utilizada)

Anexo A10. Concentracion de los extractos de vitamina E del dia 01 al dia 17
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Prueba de hipdtesis sobre las varianzas dia 01 y dia 17 Prueba de hipotesis sobre las medias dia 01 y dia 17

s” expl 0.137 X (prom) 12.225
$% exp2 0.106 X3 (prom) 12.118
ny 15 X1 - X3 [A] 0.107
n, 15 (n;-1)*s%; [B] 1.912
G.L, (n; -1) 14 (nz-1)*s%, [C] 1.488
G.Ly(n, -1) 14 (A/ Raiz(B+C)) [D] | 0.058
F ca 1.285 n;* n, [E] 225
F w2 0.025,14,14) 2.979 (n,+n,-2) [F] 28
Ho: S%exp1= S  exp2 n; +m, [G] 30
Hi= %001 % 8 exp2 Raiz((E*F)/G) [H] | 14.491
Criterio de rechazo de Hy: F 5> Fyp tea= (D*H) 0.839
Conclusion: Acepto H, por lo tanto t o/2 0.025, 28) 2.048

las varianzas son iguales
Prueba de hipétesis a las medias
Ho: wi =
Hy:pg # pp
Criterio de rechazode Hy: t o <-to2 0 tea > tan

Conclusion: Acepto Hpya que t .5 <t,, esto indica que
las medias son iguales, por lo tanto los extractos,
son estables por lo menos 17 dias para su analisis

Anexo All. Prueba de hipotesis para determinar la estabilidad de los extractos de vitamina E del dia 01 al dia 17
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Conc. Conc. % Recobro
Muestra Areas « (mg/100g (mg/ 100 g
(ppm) muestra)** muestra)

3.012 15.770 15.530 81.739
1 2.9978 15.695 15.457 81.354
2.7806 14.558 14.337 75.460
2.7538 14.418 13.792 72.588
2 2.7254 14.269 13.649 71.839
2.6127 13.679 13.085 68.868
3.1901 16.702 15.983 84.120
3 2.9871 15.639 14.966 78.767
3.0873 16.164 15.468 81.410
3.1306 16.391 15.434 81.230
4 3.2802 17.174 16.171 85.112
3.0249 15.837 14.913 78.487
Promedio 2.965 15.525 14.899 78.415
Desv.Est. 0.204 1.071 0.978 5.145
C.v. 6.896 6.896 6.561 6.561

*C (ppm) = A/ Fr; donde el Fr=0.191

**C = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g / g muestra)

% Recobro = (mg vit. Obt * 100)/ 19 mg te6 vit E)

Anexo Al12. Resultados de la prueba de recobro con la muestra marca Borges



% de

. *Conc **Conc
Muestra Areas (ppm) (mg /100 g recobro
muestra) | (mg/ 100g)

3.390 17.748 17.062 98.444

1 3.342 17.499 16.823 97.064
3.287 17.207 16.542 95.441

2.434 12.744 12.397 71.526

2 2.402 12.578 12.235 70.594
2.447 12.809 12.461 71.893

2.924 15.308 15.088 87.053

3 2.893 15.148 14.930 86.142
2.971 15.553 15.330 88.447

3.333 17.450 15.410 88.908

4 3.185 16.675 14.726 84.963
3.123 16.352 14.440 83.317

Promedio 2.978 15.589 14.787 85.316

Desv. Est. 0.370 1.938 1.678 9.679
C.V. 12.432 12.432 11.345 11.345

*C (ppm) = A/ Fr ; donde el Fr=0.194

*#C = (conc en ppm) (0.005 L) (100 g/ g muestra)

% Recobro = (mg vit. Obt * 100)/ 20 mg teo vit E)

Anexo A13. Resultados de la prueba de recobro con la muestra marca Ybarra
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