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1l
GLOSARIO

Alicuota Porcion pequefia de un total.

Cefalea Dolor de cabeza.

Cuantificacion Cantidad de compuesto presente en una sustancia.
Degradacion Descomposicion de una sustancia en sus componentes o

sus derivados.

Espectrofotometria Empleo del espetrofotometro en el analisis.

Espectrofotometro Instrumento de medicién o aparente reflectancia a la luz
visible en funcion de longitud de onda, permitiendo un
analisis exacto de color o comparacion exacta de
intensidad luminosa de dos fuentes a longitud de onda

especifica.

Fortificacion Estrategia de uso comun en alimentos que tiene la ventaja

de incorporar el nutriente a la dieta habitual.



Morbilidad

Mortalidad

ppm

Retinol

Teratogénico

Xeroftalmia

\YJ

Cantidad de enfermos en una poblacion.

Cantidad de defunciones en una poblacion.

Unidades que representa concentracion en partes por

millon.

Vitamina A.

Malformaciones congénitas y desarrollo mental subnormal.

Xeros = seco, oftalmia = ojo; Enfermedad oftalmoldgica,

condicion grave por deficiencia de vitamina A

Intervalo de significancia



Y
RESUMEN

Para que toda marca comercial de azlcar que se consuma a nivel nacional debe
cumplir con la fortificacion declarada por la ley, por lo que es necesario verificar la
cuantificacion de retinol en azlcar a través del método de andlisis de “ Determinacion
Espectrofotométrica de Retinol en Azucar ”. Los resultados provenientes de este
analisis, llevan consigo la toma de decisiones, por lo que es necesario que los
resultados obtenidos sean confiables, y debido al tratado de libre comercio y a la
globalizacion que existe, se requiere que el método de andlisis sea un método valido
para que los resultados emitidos por el Laboratorio Nacional de Salud tengan un
respaldo cientifico y técnico cumpliendo con los parametros exigidos de control de

calidad nacionales e internacionales.

Los pardmetros considerados en este estudio son la exactitud, la repetibilidad,
la reproducibilidad y la linealidad. Esta validacion se realiz6 utilizando estadisticas
basicas como lo es la desviacion estandar y los coeficientes de variacion, asi, como,
también se realizaron regresiones lineales. Durante la validacion se logré obtener
coeficientes de variaciones menores del 3% y porcentajes de recuperacion entre
100 + 5%, se determind que la concentracion teorica en [ppm] y la concentracion
obtenida en [ppm] guardan una relacién que se puede representar por un modelo
matematico.

Con estos resultados y el cumplimiento de los Parametros de validacion, se

demostr6 que el método bajo estudio es confiable para su uso rutinario y da la



seguridad para la aprobacion de los resultados emitidos por el Laboratorio Nacional de
Salud.

VI
OBJETIVOS

e General

Validar el método analitico actual de determinacion espectrofotométrica de
retinol en azlcar de consumo humano para el Laboratorio Nacional de
Salud.

e Especifico

1. Estandarizar el tiempo de homogenizacion de la muestra a analizar para
obtener los resultados precisos al cuantificar el retinol en azlcar de consumo

nacional

2. Que el presente trabajo de graduacion pueda ser utilizado por cualquier

persona para determinar la cuantificacién de retinol presente en el azucar.



VII
INTRODUCCION

La confiabilidad de los datos que se obtienen al realizar el analisis, dependera
sobre qué tan sensible sea el método a factores externos y la repetibilidad de los

resultados obtenidos. Esto se logra con la validacion apropiada del método de analisis.

Para una validacion se toman en consideracion varios aspectos, principalmente,
en el analisis estadistico de los resultados y estimar que la dispersion de resultados no

sobrepasan los limites de confianza, establecidos para el método.

El parametro estadistico ha utilizar en este trabajo de graduacion es la
desviacion estandar de los resultados obtenidos. Los parametros de validacidn que se
toman en consideracion para este método analitico de determinacion
espectrofotométrica de retinol en azlcar son: La exactitud, repetibilidad,

reproducibilidad y la linealidad.

Una vez establecido el procedimiento estadistico, para la validacion, se
procedié con el método de andlisis de determinacion espectofotométrica de retinol en
azUcar para la cuantificacion del mismo, se trabajaron muestras de azucar a diferentes

concentraciones dependiendo del parametro de validacion.



VI
El equipo de espectrofotometria, utilizado para la validacion, es un
espectrofotdbmetro uv / visible marca Perkins EImer Lamnda 25 con doble celda.

Todo el equipo es controlado desde una computadora personal Compag Dell.

Mediante la utilizacion del procedimiento de validacion, el método analitico
para la determinacion espectrofotométrica de retinol en azucar, fue validado y se
determin6,  principalmente la  consistencia  de sus resultados, obteniéndose
desviaciones menores del 3% cumpliendo con los rangos de aceptacién, al mismo
tiempo que se asegurd la confiabilidad de los resultados al comprobar la exactitud,

precision vy la linealidad del método.






1. VALIDACION DE METODOS

Los parametros a considerar en la validacién son:

e Selectividad

e Linealidad

e Precision

e Exactitud

e Sensibilidad
e Robustez

1.1. Selectividad o especificidad

Es la capacidad de un método analitico, de diferenciar una sustancia de otra que
se presente durante el analisis, para obtener una respuesta debida Unicamente a la

sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra (referencia 6).

1.2. Linealidad

Es la capacidad que posee un método de andlisis para definir en forma
matematica, que el resultado obtenido es proporcional a la concentracion tedrica

esperada.



Esta linealidad se debe comprobar a diferentes concentraciones; es decir, que el activo
se puede evaluar en los puntos del 50%, 75%, 100%, 125% y 150%, del valor
tedrico esperado.  Esta muestra se trabaja por sextuplicado y los valores obtenidos del
andlisis se grafican en funcion de la concentracion. Debe calcularse el intercepto, la
pendiente y la regresion lineal de la recta, para verificar que los datos tengan relacién

entre si.

1.3. Precisién

La precision esta relacionada con la dispersion de las medias alrededor de su
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a maultiples alicuotas de una muestra
homogénea. La precision se puede expresar matematicamente con tres variables; la
desviacion standard o, estimada analiticamente por S o cominmente como coeficiente

de variacion CV. En el presente estudio se utiliza el coeficiente de variacién CV.

1.3.1. Repetibilidad

Es la constancia de un método analitico expresado como la concordancia entre
determinaciones dependientes realizadas bajo las mismas condiciones ( analista,
tiempo, aparato, reactivo, laboratorio). Se determina mediante el analisis de una misma

muestra, la cual no debe tener un coeficiente de desviacion mayor de 3%.

1.3.2 Reproducibilidad
Este método se expresa como la concordancia entre  determinaciones
independientes realizadas bajo diferentes condiciones, (analista, tiempo, aparato,

reactivos, laboratorio). Y debe tener un coeficiente de variacion menor o igual de 3%.

1.4. Exactitud



La exactitud de un método, también conocida como error sisteméatico o
tendencia, corresponde a la diferencia entre el valor obtenido durante el analisis (media)

y el valor real. Se aceptaun Cv menor o igual de 3%.

1.5. Sensibilidad

Esta corresponde a la minima cantidad de concentracion de retinol que puede

producir un resultado significativo.

1.5.1. Limite de deteccion
Corresponde a la menor concentracién de retinol que puede detectarse,
pero no necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones
establecidas y se expresa en unidades de concentracién [ppm]. Su determinacion
puede efectuarse por comparacion con la respuesta de un blanco, siendo positiva

cuando la sefial supere la relacion sefial/ ruido.

1.5.2. Limite de cuantificacion
Corresponde a la menor concentracion de retinol que puede determinarse
con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas y se expresa
también en unidadades de concentracion [ppm], en este caso generalmente se
mide la sefial de fondo relacion sefial/ruido, efectuando mediciones repetidas

sobre un blanco.

1.6. Robustez



Es un método analitico que corresponde a los estudios que indican el grado de
confiabilidad del ensayo ante cambios de variables comunes. Estos cambios pueden ser
ligeras diferencias operativas, de equipos, reactivos, analistasy laboratorios. Todo esto
influye en los resultados del analisis. Si existe alguna variacién esta debera ser
documentada como referencia futura. Es evidente que un método debe ser “robusto”
(reproducible) frente a cambios de analistas o instrumentos, pero no necesariamente

debe serlo frente a todos los cambios que se estudien.

2. PALMITATO DE RETINOL (Vitamina A)



2.1. Quimica y nomenclatura
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encuentran en la naturaleza se convierten en vitamina A. Por otra parte, casi todos ellos,
incluidos los que poseen actividad de provitamina A, sirven también como
captadores de atomos inestables de oxigeno y, en determinadas circunstancias, como

antioxidantes (referencia 7).

Figura 1. Formulas de los retinoides principales y del -caroteno



A) todo-trans retinol

B) todo-trans retinal

C) écido todo-trans retinoico

D) 11-cis retinal

E) é&cido 13-cis retinoico

F) todo-trans retinil palmitato

G) todo-trans retinoil B-glucurénido

H) anélogo trimetil metoxifenol del &cido todo-trans retinoico (etretina,
acitretina)

I) todo-trans B-caroteno

2.2. Funciones

El retinol tiene funciones esenciales en la vision, el crecimiento, el desarrollo
0seo, el desarrollo y mantenimiento del tejido epitelial, los procesos inmunoldgicos vy la

reproduccion normal.



La vitamina A, es un componente de los pigmentos visuales, y como tal es
esencial para la integridad de la fotorrecepcion en los bastones y conos de la retina.
También la vitamina A es necesaria para el crecimiento y el desarrollo del esqueleto y
los tejidos blandos mediante su efecto sobre la sintesis de proteinas y la diferenciacion
celular 6sea normal y para las células epiteliales que forman el esmalte en el

desarrollo de los dientes (referencia 7).

2.3. Deficiencia

La deficiencia de retinol es un problema nutricional a nivel mundial. En
latinoamérica fue reconocida como una de las tres deficiencias mas comunes de
micronutrientes, las otras son: deficiencia de hierro y deficiencia de yodo.

En Guatemala la deficiencia de Retinol (vitamina A), ha sido documentada
desde 1965 por encuestas nutricionales realizadas por el INCAP; a partir de entonces, se
han realizado algunas acciones con el proposito de resolver o minimizar esta
desnutricion, la fortificacion del azucar fue un programa que en forma exitosa
disminuyd considerablemente este problema. En los paises menos industrializados se
calcula que cada afio pierden la visién 500 000 nifios en edad preescolar por deficiencia
de retinol muchos de estos nifios ciegos no pueden sobrevivir, los signos habituales por

deficiencia de la retinol son la ceguera nocturnay la xeroftalmia.

La deficiencia de esta vitamina es una de las causas mas importantes de muerte
en nifios en desarrollo, incluyendo la elevada mortalidad y morbilidad que resulta de las
mayores frecuencias de enfermedades respiratorias y diarréicas. Cerca de 2 millones de
niflos mueren por sarampion al afio, se piensa que el retinol es de beneficio para su
tratamiento. Se sabe que la deficiencia de retinol aumenta la frecuencia, gravedad y

mortalidad en casi todas las enfermedades infecciosas ( referencia 7).



2.4 Toxicidad

Si se ingiere en grandes dosis, el retinol puede ser toxico. Existen tres categorias
de toxicidad:
e Aguda
e Cronica

e Teratogénica

2.4.1. Toxicidad Aguda

La toxicidad aguda se produce por la toma, de una o varias dosis de vitamina,
en general cien 0 mas veces superiores a los aportes recomendados (adultos 600 micro
gramos y para nifios 400 micro gramos) de Ingesta Nutricional Recomendados (INR) en
adultos y 20 O maés veces superiores a la INR en nifios, sus primeros signos
consisten en nauseas, vomitos, vertigo, vision borrosa, incoordinacion  muscular

(referencia 8).

2.4.2. Toxicidad cronica

La toxicidad cronica, que es mucho mas frecuente que la aguda, se debe a la
ingesta repetida, a lo largo de semanas o afios, la dosis excesiva de retinol superiores, en
general, a 10 veces mas de INR producen signos de toxicidad que consisten

habitualmente en cefalea, labios agrietados, piel seca, dolores 6seos y articulares .

2.4.3. Toxicidad teratogénica



Los efectos teratogénicos del retinol, se han observado en especies de
mamiferos, incluyendo al hombre. Se manifiesta por reabsorcion fetal, abortos,
malformaciones congénitas y desarrollo mental subnormal que se traduce en

dificultades en el aprendizaje (referencia 8).



3. METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION
ESPECTROFOTOMETRICA DEL RETINOL EN
AZUCAR FORTIFICADA

3.1. Recomendaciones

1. Se sugiere el uso de tela negra o papel aluminio para cubrir los tubos o balones que
contienen retinol evitando la degradacion del mismo.

10



Una vez que el retinol se ha extraido en la fase orgénica, el anlisis no debe de

interrumpirse ya que el retinol es sensible a la luz.

Debe trabajarse rapidamente para evitar la evaporacion de los solventes y de las

soluciones.

Se requiere campana de extraccion y, si el laboratorio esta localizado en zonas

calidas, el uso de aparatos de aire acondicionado.

Se sugiere bulbos especiales para succionar solventes. EIl método usualmente no
requiere la correccion de la absorbancia por una segunda lectura después de la
destruccion del retinol por la luz ultravioleta, lo cual es una ventaja ya que la
irradiacion tiende a elevar la temperatura de los solventes. Sin embargo es preciso
preparar un blanco experimental con azucar sin fortificar de la misma procedencia

que el azdcar fortificada. Este blanco debe dar una absorbancia menor a 0.050.

Si la variabilidad entre las réplicas extraidas de una misma solucién de azdcar es tal
que ésta se aparta de su promedio en mas del 5%, se rechazan los resultados y se

repite la extraccion.

Al preparar las soluciones de hidroxido de sodio usar guantes, anteojos de seguridad
y trabajar en la campana de extraccion, ya que el hidroxido de sodio es corrosivo

para la piel y los 0jos.

3.2. Procedimiento

1. Homogenice la muestra mezclando varias veces durante 20 segundos.

11



En un vaso de precipitar de 250 ml. pese aproximadamente 20g. de azucar
registrando el peso exacto a centésimos de gramo, y disuelva con 60-70 ml. de
solucion de Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1 N. Agite hasta que todo el azlcar se
disuelva completamente. Prepare un blanco de reactivos solamente con Hidréxido

de Sodio (NaOH)-0.1N y llevandolo a traves de los mismos pasos de la muestra.

Incube en bafio de agua a 50-60°C por 15 minutos. Deje en reposo a temperatura
ambiente hasta que las soluciones se enfrien. Agregue 2-3 gotas de fenolftaleina
(C20H1404)-O.1%.

Transfiera cuantitativamente a un balon volumétrico de 100 ml. Lave varias veces el
vaso de precipitar con pequefias porciones de agua destilada y transfiera los lavados

al balén. Afore a 100 ml con agua destilada y mezcle.

Transfiera 2 ml. de la solucion del paso 4 a cada uno de los tubos de vidrio de 20
ml. (con tapdn esmerilado o de rosca) con el propoésito de analizar cada solucion en

duplicado.

. Agregue 2 ml de Etanol Absoluto (C;HsOH) a cada tubo. Mezcle en agitador tipo

Vortex por 5 segundos.

Mida 3 ml. de Hexano (CgHis) con una pipeta volumétrica y luego agregue
cuidadosamente esa cantidad a cada uno de los tubos del paso 6. Tape cada tubo
inmediatamente y agite con suficiente intensidad en el agitador tipo vortex por 30

segundos, para asegurar la extraccion completa del retinol. Destape ligeramente los
12



tubos para aliviar la presion del gas. La fase acuosa es de color fucsia y mientras

que la fase organica es incolora.

Con la mayor brevedad posible transfiera con una pipeta pasteur la solucién de
Hexano (CsH14) a una celda de espectrofotometro de 1 cm de paso de luz, y lea su
absorbancia a 325 nm. Ajuste continuamente el cero del instrumento con Hexano
(CsH14) (referencia 4) .

3.2. Calculos

Sustraiga la absorbancia promedio del blanco de reactivos de la absorbancia de las

muestras.

La concentracion de retinol en las muestras de azlcar se calcula segln la ecuacion

siguiente:

Retinol (mg/kg) = AbScorregida X 983.67 x FCA
P

Abscorregida = Absmuestra - Absblanco
Donde:

Abscorregida = Absorbancia corregida
13



ADbSmuestra = Absorbancia muestra

AbSpiance = absorbancia blanco

AbSspianco = Promedio de tres lecturas, y que deberia ser menor de 0.050
P = Peso de la muestra (g)

FCA = Factor de correccion de longitud de onda para luz visible.

4. METODOLOGIA

La validacién de un método se basa en parametros estadisticos para lograr de
esta forma la determinacion maxima aceptable en la dispersion de resultado. El

procedimiento matematico que requiere se presenta en el anexo.

La metodologia que se llevd a cabo durante la validacion del método analitico
para la determinacion espectrofotométrica de retinol en azlcar fortificada es la

siguiente:

1. Se trabaj6é con tres muestras de azlcar a diferentes concentraciones conocidas de
retinol.

14



Tablal Concentracion tedrica de retinol esperada para cada muestra de azdcar.

Muestra Concentracion de retinol [ppm]
1 5.33
2 10.66
3 20.33

2. Setrabajé de acuerdo a los pardmetros de validacion.

3. Las muestras fueron analizadas por sextuplicado para cada parametros de

validacion, obteniendo un nimero de datos confiables.

4. El tiempo de homogenizacion de la muestra a trabajar debe se mayor o igual a 20

segundos.

5. Luego se trabajé analizando las muestras de acuerdo a las especificaciones del
capitulo “Método analitico para la determinacion espectrofotométrica de retinol en

azucar fortificada” del presente informe.

6. Se obtuvieron las absorbancias de cada corrida, con las cuales se calculd la

concentracion de retinol en [ppm], para cada corrida.

7. Con las concentraciones obtenidas en el paso anterior, se realizaron los calculos
correspondientes para cada parametro de validacién del método, encontrando

coeficientes de variacion y desviaciones estandar menores al 3%, porcentajes de
15



recuperacion de 100% =+ 5%, vy un modelo matemético que representa la

concentracion tedrica esperada y la concentracion obtenida.

8. Equipo utilizado:
e Agitador tipo Vortex
e Bafio de agua (50-60°)
e Espectrofotometro UV/Vis (325 6 340 nm)
e Calculadora HP 48G

9. Materiales utilizados:
e Balones volumétricos 100 ml
e Celdas para espectrofotdmetro (preferiblemente de cuarzo)
e Erlenmeyer de 250 ml
e Pipetas volumétricas de 2, 3 y 5 ml
e Pipetas pasteur y pipetas seroldgicas
e Tubos de ensayo de 20 ml. con tapdn esmerilado o de rosca
e Varillas de vidrio
e Vasos de precipitar (Beaker) de 100 ml

e Papel aluminio

Espatula de pesa

10. Reactivos utilizados:
e Etanol absoluto (C,HsOH)
e Fenolftaleina 1% (CyoH1404)
o Hexano (CgH4)
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e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N

11. Lugar de investigacion; Laboratorio Nacional de Salud.
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Exactitud

5. RESULTADOS

Se trabaj6 con tres niveles de concentracion de retinol .

Tabla 1l.

Concentracion teorica de retinol esperada 5.33 ppm

Corrida

Concentracion teorica

Concentracion obtenida

[Ppm] [Ppm]
1 5.33 5.54
2 5.33 5.70
3 5.33 5.37
4 5.33 5.31
5 5.33 5.68
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6 5.33 5.58
- Porcentaje de recuperacion 103.68%

- Coeficiente de variacion 2.89%
- Intervalo de confianza 98%
- a 0.02

- Ucritica 3.3649

- 1 obtenida 3.1102

Tabla Ill.  Concentracion tedrica de retinol esperada 10.66 ppm

Concentracion tedrica | Concentracion obtenida

Corrida [ppm] [ppm]

1 10.66 10.54

2 10.66 10.25

3 10.66 10.80

4 10.66 10.24

5 10.66 10.40

6 10.66 10.95

- Porcentaje de recuperacion 98.78%

- Coeficiente de variacion 2.78%
- Intervalo de confianza 98%
- o 0.02

- Ucritica 3.3649
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Tabla IV.

-t obtenida

1.0746

Concentracion tedrica de retinol esperada 21.33 ppm

Corrida | Concentracion tedrica | Concentracion obtenida
[Ppm] [Ppm]
1 21.33 21.06
2 21.33 21.41
3 21.33 20.23
4 21.33 20.68
5 21.33 21.77
6 21.33 21.32
- Porcentaje de recuperacion 98.86%
- Coeficiente de variacion 2.62%
- Intervalo de confianza 98%
- o 0.02
- T critica 3.3649
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-t obtenida 1.0658

Precision

Tabla V. Repetibilidad, concentracion tedrica de retinol esperada 10.66ppm

Concentracion obtenida
Corrida [ppm]
1 10.36
2 10.39
3 10.78
4 10.58
5 10.76
6 10.37
- Porcentaje de recuperacion 98.87%
- Coeficiente de variacion 1.86%
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- Desviacion estandar 0.1956%

Tabla VI. Reproducibilidad, concentracion tedrica de retinol esperada

10.66ppm. con diferente analista y en dos dias diferentes

Dial

Analista 1 Analista 2

Corrida | Concentracion obtenida Concentracion obtenida

1 10.40 10.28
2 10.46 10.24
3 10.24 10.15
Dia 2
Analista 1 Analista 2

Corrida | Concentracion obtenida Concentracién obtenida
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4 10.57 10.78
5 10.14 10.38
6 10.65 10.53
- Porcentaje de recuperacion 97.57%
- Coeficiente de variacion 1.95%

Tabla VII. Linealidad

Concentracion tedrica Concentracion obtenida
Corrida [ppm] [ppm]
1 5.33 5.54
2 5.33 5.70
3 5.33 5.37
4 5.33 5.31
5 5.33 5.68
6 5.33 5.58
7 10.66 10.54
8 10.66 10.25
9 10.66 10.80
10 10.66 10.24
11 10.66 10.40
12 10.66 10.95
13 21.32 21.06
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14
15
16
17
18

21.32
21.32
21.32
21.32
21.32

21.41
20.23
20.68
21.77
21.32

- Regresion lineal

[Obtenida] = 1.0235 [Tedrica] - 0.2306

Coeficiente de correlacién

0.9985
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5.1. Discusién de resultados

Para determinar que el método de andlisis es exacto, fue necesario trabajar con
tres muestras de azlcar, cada una a diferente nivel de concentracion, para, luego
determinar que el resultado corresponde a la cantidad tedrica esperada. Obteniéndose
porcentajes de recuperacion del 100% + 5% Yy coeficientes de variacion menores al
3%, encontrdndose una dispersion no significativa entre el valor obtenido y
valor Tedrico esperado, satisfaciendo los criterios de aceptacion para la exactitud,
tablas I, 11l 'y V.

Sabemos que la repetibilidad es la constancia de un método analitico realizada a
las mismas condiciones. Esta se determiné mediante el analisis por sextuplicado de una
misma muestra por un solo analista a la concentracion del 100% establecida.
Encontrando un coeficiente de variacion menor al 3%, Por lo que se observa una
concordancia entre ensayos al aplicar repetidamente el método a multiples alicuotas de

una misma muestra. Estos resultados se presentan en la tabla V.

A diferencia de la repetibilidad la reproducibilidad es la constancia de un
método analitico realizada a diferentes condiciones. La reproducibilidad del método,
se determind mediante el andlisis por triplicado de una muestra , valorada por dos
analistas y en dos dias diferentes para un total de 12 corridas. Encontrando que al
trabajar el método a estas condiciones no existe dispersion significativa entre los
resultados ya que la desviacion estandar y el coeficiente de variacién es menor al 3% y

el porcentaje de recuperacion esta entre el intervalo del 100% + 5%. Indicando que el
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método puede ser trabajado por cualquier persona, lo cual no debe de influir en los

resultados finales. Estos resultados se presentan enla Tabla VI.

La linealidad del método se comprob6 analizando la cantidad de retinol a las
concentraciones tedricas de 5.33ppm, 10.66ppm y 21.33ppm. cada concentracion se
analizd6 por sextuplicado. Para esto se encontrd la regresion lineal, en donde se
determind la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacion siendo este de
0.9985 muy cercano a 1, encontrando una aproximacion cerrada con una linea recta,
concluyendo que los resultados obtenidos tienen relacion entre si y que estos son
directamente proporcional a la concentracion de retinol. Los resultados correspondientes

se encuentra en latabla VII y figura 2.

Se realizO la prueba t de Student, trabajando con un intervalo de
confianza al 98% e intervalo de significancia de o = 0.02 encontrandose resultados de
t obtenida < teriticas  INAicando que los resultados se encuentran en una tendencia central
dentro de una distribucion normal ya que no existe diferencia significativa entre los
porcentajes de recuperacion y las concentraciones tedricas esperadas, asegurando que el
método es confiable y que puede ser utilizado por cualquier persona para la

determinacion de retinol en el azucar.
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CONCLUSIONES
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1.

El método analitico para determinacion espectrofotométrica de retinol en azucar

fortificada presenta un porcentaje de recuperacion del 100% + 5%.

La precision del método es confiable, ya que los resultados no varian
significativamente entre la valoracion de una u otra persona en diferentes dias,
presentando repetibilidad en los resultados con coeficiente de variacion de 1.86% y

una reproducibilidad con coeficiente de variacion de 1.95%.

El método para determinacion espectrofotométrica de retinol en azdcar fortificada es
lineal, obteniendo resultados cercanos a su media central con coeficientes de
variacion menores al 3%, y un coeficiente de correlacion de 0.9985 siendo este muy

cercano a 1.
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RECOMENDACIONES
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=

Revisar periddicamente el funcionamiento del equipo, utilizando estandares o

muestras de concentracion conocida, verificando la exactitud del método.

Es importante que la muestra a trabajar se encuentra bien homogenizada, siendo

vital para obtener un resultado preciso.

Verificar que las celdas de cuarzo no se encuentren sucias o ralladas de lo contrario

pueden interferir en la lectura del equipo.
Para obtener una extraccion completa de retinol es importante agitar por un

tiempo igual o mayor a los treinta segundos, ya que si se agita por menos tiempo el

resultado puede variar.
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A. Porcentaje de Recuperacion

Calcular el porcentaje de recuperacion ( R ) para cada cantidad recuperada, con la

siguiente ecuacion:
R = (x/x)*100
Donde:
R = Porcentaje de recuperacién

x = valor medio

X" = Valor teorico esperado

1. Tabular los resultados:

2. Calculos preliminares:

>R = Rl, Rz, R3, .............. , Rn

R = R% R, R, 'Rn,
R =(ZR)/n

Donde:

R™ = Promedio de porcentaje de recuperacion

n = NuUmero de corridas
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B. Calcular la desviacién estandar (s) con la siguiente ecuacion

S=Z(xi-x)*/n-1
Donde:
S = Desviacion estandar
Xi = Valor medio
X" = Valor tedrico esperado

n = NuUmero de corridas

C. Calcular el coeficiente de variacion (Cv) con la siguiente ecuacion

Cv=(S/R) * 100

Donde:

Cv = Coeficiente de Variacion

Desviacion estandar

A
I

Porcentaje de recuperacion promedio.

D. Comparacién del valor medio obtenido con el valor tedrico esperado, utilizando
un ensayo t de Student, efectuando varias determinaciones de la muestra de
concentracion conocida y calculando el t experimental, topeeniga , qUE S€ cOmpara
con la tabla para n-1 grados de libertad en el nivel de confianza escogido, p =
0.05.
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1. El valor topenida puede calcularse como:

too =([100 - R]*n )/ Cv

Donde:

too = Valor de t de student obtenida
R

n

Porcentaje de recuperacion promedio

NUmero de corridas

Cv = Coeficiente de variacién

2. Calcular grados de libertad
GL=n-1

Donde:
GL = Grados de libertad
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