Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ingenieria

Escuela de Ingenieria Quimica

VALIDACION DEL METODO CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE
ANTIOXIDANTES EN ACEITES Y GRASAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, PARA EL LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO DE LA
CALIDAD NESTLE ANTIGUA

Eliana Maria Carranza Vasquez
Asesorado por la Inga. Alba Mariela Orozco Lopez

Guatemala, septiembre de 2016



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE INGENIERIA

VALIDACION DEL METODO CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE
ANTIOXIDANTES EN ACEITES Y GRASAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, PARA EL LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO DE LA
CALIDAD NESTLE ANTIGUA

TRABAJO DE GRADUACION
PRESENTADO A LA JUNTA DIRECTIVA DE LA

FACULTAD DE INGENIERIA
POR

ELIANA MARIA CARRANZA VASQUEZ
ASESORADA POR LA INGA. ALBA MARIELA OROZCO LOPEZ

AL CONFERIRSELE EL TiTULO DE

INGENIERA QUIMICA

GUATEMALA, SEPTIEMBRE DE 2016



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE INGENIERIA

NOMINA DE JUNTA DIRECTIVA

DECANO
VOCAL |
VOCAL Il
VOCAL Il
VOCAL IV
VOCAL V
SECRETARIO

Ing. Pedro Antonio Aguilar Polanco

Ing. Angel Roberto Sic Garcia

Ing. Pablo Christian de Le6n Rodriguez
Inga. Elvia Miriam Ruballos Samayoa
Br. Raul Eduardo Ticun Cérdoba

Br. Henry Fernando Duarte Garcia

Ing. Hugo Humberto Rivera Pérez

TRIBUNAL QUE PRACTICO EL EXAMEN GENERAL PRIVADO

DECANO
EXAMINADOR
EXAMINADOR
EXAMINADOR
SECRETARIA

Ing. Pedro Antonio Aguilar Polanco

Ing. César Alfonso Garcia Guerra

Ing. Estuardo Edmundo Monroy Benitez
Ing. Jorge Rodolfo Garcia Carrera

Inga. Lesbia Magali Herrera Lépez



HONORABLE TRIBUNAL EXAMINADOR

En cumplimiento con los preceptos que establece la ley de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, presento a su consideracibn mi trabajo de
graduacion titulado:

VALIDACION DEL METODO CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE
ANTIOXIDANTES EN ACEITES Y GRASAS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, PARA EL LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO DE LA
CALIDAD NESTLE ANTIGUA

Tema que me fuera asignado por la Direccién de la Escuela de Ingenieria
Quimica, con fecha 2 de julio de 2015.




Guatemala, julio de 2016

Ingeniero

Carlos Salvador Wong

Director de Escuela de Ingenieria Quimica
Facultad de Ingenieria

Universidad de San Carlos de Guatemala

Reciba un cordial saludo. Deseandole éxitos en sus labores diarias, me
dirjo ante esta Direccidn, para hacer de su conocimiento que he revisado el
trabajo de graduacién de la estudiante Eliana Maria Carranza Vasquez que se
identifica con carné No. 2011-14630 de la facultad de Ingenieria, USAC, de la
carrera de Ingenieria Quimica, titulado: “VALIDACION DEL METODO
CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN
ACEITES Y GRASAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, PARA EL LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO
DE LA CALIDAD NESTLE ANTIGUA”

Considero que el mismo cumple con los requisitos necesarios para su
aprobacion, ya que su trabajo ha sido de gran utilidad para el Laboratorio Regional

del Aseguramiento de la Calidad Nestlé Antigua.

Sin otro particular:

%]
INGENIERA S0 Lfhe]
mm"m :

Colegiada 1742



FACULTAD DE INGENIERIA
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA

7 TRICE N TE NARIA Edificio T-5, Ciudad Universitaria, Zona 12, Guatemala, Centroamérica
Universidad de San Carlos de Guabemala EIQD-REG-TG-008

Guatemala, 18 de agosto de 2016.
Ref. EIQ.TG-IF.043.2016.

Ingeniero

Carlos Salvador Wong Davi
DIRECTOR

Escuela de Ingenieria Quimica
Facultad de Ingenieria

Estimado Ingeniero Wong: .

Como ;:onsta en el registro de evaluacion del informe final EIQ-PRO-REG-007 correlativo
032-2015 le informo que reunidos los Miembros de la Terna nombrada por la Escuela de
Ingenieria Quimica, se practicé la revision del:

INFORME FINAL DE TRABAJO DE GRADUACION

Solicitado por la estudiante universitaria: Eliana Maria Carranza Vasquez.
Identificada con numero de carné: 2011-14630.
Previo a optar al titulo de INGENIERA QUIMICA.

Siguiendo los procedimientos de révision interna de la Escuela de Ingenieria Quimica, los
Miembros de la Terna han procedido a APROBARLO con el siguiente titulo:

' VALIDACION DEL METODO CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE
ANTIOXIDANTES EN ACEITES Y GRASAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, PARA EL LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO DE LA
CALIDAD NESTLE ANTIGUA

El Trabajo de Graduacién ha sido asesorado por la Ingeniera Quimica: Alba Mariela
Orozco Lopez.

Habiendo encontrado el referido informe final del trabajo de graduacion
SATISFACTORIO, se autoriza al estudiante, proceder con los tramites requeridos de
acuerdo a las normas y procedimientos establecidos por la Facultad para su autorizacion
e impresion.

“ID Y ENSENAD A TODOS”

4

Licda. Ingrid Loren% enitez Pacheco | L

COORDINADOF& DE TERNA
Tribunal de Revision
Trabajo de Graduacion

C.c.: archivo

?

AP inn v A
o4 A Gehein' D g 89 o

Formando Ineenieros Quimicos en Guatemala desde 1939



- FACULTAD DE I_NGENIERiA
wE ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA

. ¥ TRICENTENARIA Edificio T-5, Ciudad Universitaria, Zona 12, Guatemala, Centroamérica
SN Universidad de San Carlos de Guatemala EIQD-REG-5G-004

Ref.EIQ.TG.052.2016

El Director de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, luego de conocer el dictamen del Asesor y de los
Miembros del Tribunal nombrado por la Escuela de Ingenieria Quimica para
revisar el Informe del Trabajo de Graduacion de la estudiante, ELIANA
MARIA CARRANZA VASQUEZ fitulodo: “VALIDACION DEL METODO
CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN ACEITES Y
GRASAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION, PARA EL
LABORATORIO REGIONAL DEL ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD NESTLE
ANTIGlUA". Procede a la autorizacion del mismo, ya que relne el rigor, la

secuencia, la pertinencia y la coherencia metodoldgica requerida.

“Id y Ensernad a Todos”

Ing. Carlos Salva g Dav
Director
Escuela de Ingenieria Quimica

Guatemala, septiembre 2016

Cc: Archivo
CSWD/dle




Universidad de San Carlos
de Guatemala

Facultad de Ingenieria
Decanato

DTG. 445.2016

El Decano de la Fa_cu!tad,'._de Ingenieria de Ié Universidad de San Carlos de
Guatemala, luego de- conocer Ia*aprobacit’m por parte del Director de la
Escuela de Ingemena Quumica al Trabajo de Graduacién titulado:
VALIDACION / -DEL METODO ' CUANTITAT!VO - PARA LA
DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN- ACEITES Y GRASAS POR
CROMATOGRAFIA LlQUI_DA -\_D_E_ ‘ALTA RESQLUCIO_N, PARA EL
LABORATORIO REGIONAL *DEL ~ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD
NESTLE ANTIGUA, presentado por la estudiante universitaria:  Eliana
Maria Carranza  Vésquez, y ‘después de haber culminado las revisiones
previas bajo la responsablhdad de las instancias correspondlentes autoriza la
impresion del mlsmo

IMPRIMASE:

Guatemala, septiembre de 2016

/gdech

Escuelas: ingeniaria Civil, Ingenieria Mecanica industrial, Ingenieria Quimica, Ingenieriz Mecanica Eléctrica, - Escuela de Ciendas, Regional de ingenieria Sanitaria y Recursos Hidraulicos (ERIS). Post-
Grada Maestria en Sistemas Mencién Ingenieria Vial. Carreras: Ingenieria Mecdnica, Ingenieria Electrdnica, Ingenieria en Clencias y Sistemas. Licenciatura en Matemética, Licendatura en Fisica.
Centro de Estudios Superiores de Energia y Minas (CESEM). Guatemala, Ciudad Universitaria, Zona 12. Guatemala, Centroamérica.



ACTO QUE DEDICO A:

Dios Por ser mi fortaleza, guia y soporte en todo
momento, porque sin El no hubiera logrado

nada.

Virgen Maria Por ser la madre que intercede por mi, me guia

y protege mis pasos.

Mis padres Luis Rodolfo Carranza Tejashun y Ana Cristina
Vasquez Jiménez de Carranza, por su amor,
apoyo y sacrificio en todos estos afos. Por ser

mi inspiracion y ejemplo a seguir.

Mis hermanos Mayra Lucrecia, Luis Pablo y Ana Lucia
Carranza Vasquez, por el apoyo y motivacion.
Por ser mis amigos y estar conmigo en todo

momento.

Mis sobrinos Ignacio y Mateo Paredes Carranza, por

inspirarme a ser mejor persona.

Mi familia Por su apoyo incondicional y motivarme a

alcanzar mis metas.



Dios

Virgen Maria

Mis padres

Mis hermanos

Mis abuelos

AGRADECIMIENTOS A:

Por brindarme sabiduria y fortaleza para
alcanzar mis metas, sostenerme en sus brazos

y guiar mis pasos en todo momento.

Por protegerme en mi caminar y guiar mis

pasos.

Luis Rodolfo Carranza Tejashun y Ana Cristina
Vasquez Jiménez de Carranza, por ser mis
ejemplos a seguir, por brindarme su amor,
apoyo y fortaleza en todo momento, por el
sacrificio hecho para que logre mis metas.
Gracias por su inspiracion para superarme y

guiar mis pasos.

Mayra Lucrecia, Luis Pablo y Ana Lucia
Carranza Vasquez, mi hermano politico Leonel
Paredes, por estar a mi lado en todo momento,
por brindarme su amor, apoyo y fortaleza, por

inspirarme a ser mejor persona.

Por apoyarme y darme animos. Especialmente
a mis abuelos Cristbbal Vasquez y Maria
Jiménez por brindarme su amor y porque

siempre quisieron verme alcanzar mis metas.



Mis tios

Mis primos

Byron Antonio Vasquez

Rodriguez

Compairieros y amigos

Mi asesora

Universidad de San

Carlos de Guatemala

Nestlé Quality

Assurance Center

Por apoyarme en todo momento y brindarme su
carifio. Especialmente mis tios Olga Jeannette y
Mayron Saul Vasquez Jiménez y tio politico Eric

Rosas.

Por su apoyo y carifio, por estar a mi lado
siempre. Especialmente a mis primos Samuel y

Kevin Rosas Vasquez y Ricardo Carranza.

Por su apoyo, comprension y paciencia durante

mi formacién académica.

Por su apoyo, carino y por brindarme su

amistad. Por estar a mi lado en todo momento.

Alba Mariela Orozco Lépez, por brindarme su
apoyo, amistad y carifio. Por ayudarme en mi

formacion profesional y laboral.

Por permitirme realizar mi formacion profesional
Facultad de

especialmente en la Escuela de Ingenieria

dentro de la Ingenieria,

Quimica.

Por brindarme su apoyo, amistad, carifio y
brindarme una gran oportunidad en mi vida
laboral. Por abrir sus puertas para que pudiera

realizar este proyecto.



INDICE GENERAL

INDICE DE ILUSTRACIONES .......coootiieiiceeeeeeeee e Vv
LISTA DE SIMBOLOS ...ttt VIl
GLOSARIO ... s IX
S U Y ] XI
OBUETIVOS ... e XII
HIPOTESIS ..ottt ettt XV
INTRODUGCCION ...ttt XVII
1. ANTECEDENTES ... sassasssnnnnnnes 1
2. MARCO TEORICO........oouiieeeieeeeee et 5
21. Método analitiCo .......ceuuuuuiiiiieiii e 5
21.1. Métodos analiticos en quimica ..........ccccceevvviiineeennn. 5
2.1.2. Métodos analiticos que pueden ser validados.......... 6
2.2. Validacion de MEtodos ........covveeiiiiiiiiiiiii e 7
2.2.1. Pasos para la validacion de métodos ....................... 8

222 Documento de validacion de un método
cuANtItatiVo.......eeii e 8
2.3. ACEItES Y QraS@As ...eeeeeeieeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeeeees 10
2.3.1. Reaccion de auto oxidacidon en aceites y grasas.... 11
24. ANtIOXIAANTES ... 12
2.5. Cromatografia.............ueuueeuuiiiii 14
251. Cromatografia liquida .............ccccc 16
25.1.1. Cromatografia en columna (CLC)........ 16

25.1.2. Cromatografia liquida de fase
1017 £7- 18
3. METODOLOGIA........oiiiiieeeeeeeeeee e, 21



3.1. Variables .......coooeiii 21
3.2. Delimitacion del campo de estudio...........ccoovveeiiiiciiiiieeeieeeees 22
3.2.1. Campo de estudio.........ccoevvvviiiiiiiiiceceece 22
3.2.2. Etapas de la investigacion..............cccccveiiiiiiiiincene, 22
3.2.3. Ubicacion del desarrollo de la investigacion............ 23
3.3. Recursos humanos disponibles ..........ccoooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 23
3.3.1. Investigador..........coooviiiiii 23
3.3.2. ASESON ..o 23
3.4. Recursos materiales disponibles.............ccccoviviiiiiiiiiiiiiieeees 23
3.4.1. DOCUMENTOS ... 24
3.4.2. EQUIPO .o 24
3.4.3. Materiales.........oooumeiiiii i 24
3.44. Cristaleria..........eeeiiiiie 24
3.4.5. ReaCtiVOS.......coeeeeece e 25
3.5. Técnica cuantitativa..............ooiiiiiiiii 25
3.6. Recoleccion y ordenamiento de la informacion........................ 28
3.6.1. Analisis de la importancia de validar el método....... 28
3.6.2. Recoleccion de los datos experimentales ............... 28
3.6.3. Analisis de los parametros para validar el
(7= (0T o T 28
3.6.4. Documentacién de la validacién del método ........... 29
3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la
INFOrMACION ... e 29
3.8. Analisis estadiStiCO..........uiiiiiiiii e 31
4. RESULTADOS ... s 33
5. INTERPRETACION DE RESULTADOS ......oooviiieieeeee e 43
CONCLUSIONES ... e 47
RECOMENDACIONES ...ttt eee e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeees 49
BIBLIOGRAFIA. ..ottt 51



APENDICES ..ottt en e n e,

ANEXOS






W bh =

- e 0 e N oo

S .

INDICE DE ILUSTRACIONES

FIGURAS
Esquema general de métodos instrumentales .............ccccoevevviiciinnnnnnn. 6
Clasificacion de los aceites y grasas........ccoooeeeeeieieiniiiieie 10
Reaccidn de antioxidantes con radicales libres............ccccccoeeeeiiiiinn, 12

Antioxidantes fenodlicos usados para preservar la calidad de los

= 110 0= ) (o 1RSSR 13
Diagrama de flujo para validar el método................eeuveiiiiiiiiiiiiiiiiiienee. 27
Curva de linealidad del antioxidante propil galato................................ 33
Curva de linealidad del antioxidante TBHQ............ccccccceiiiiiiinnnnnnnnns 34
Curva de linealidad del antioxidante BHA ............coooiiiiiiiiie, 35
Curva de linealidad del antioxidante OG..............ccceviiiiiiiiiii e, 36
Curva de linealidad del antioxidante BHT ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiis 37
Curva de linealidad del antioxidante AP ..........cccoooiiiiiiiiiiiiiis 38
TABLAS
Clasificacion de las separaciones cromatograficas...........cccceeeeeeeeee... 14
Definicion y descripcién de las variables del método a validar........... 21

Definicion y descripcion de las variables respuesta del método a

1721 1o F= T P 21
Definicion y descripcion de las variables respuesta para validar el
971 (0T Lo PR 22

Rango aproximado de concentraciones de las curvas utilizadas

para evaluar la linealidad de cada antioxidante ................................. 30

\Y



VI.
VII.
VIII.

XI.
XIl.
X1

XIV.

XV.
XVI.

DescripCion figura 6 .........oooeiiiiiiiiii 33
DescripCiOn figura 7 ... 34
DescripCion figura 8 .........ooovriiiiiei e 35
DescripCion figura 9 .......oovveeiiie e 36
DescripCion figura 10 ......ooovvviiiiiiiii 37
DescripCion figura 11 ..o 38
Limite de cuantificaciébn de cada uno de los antioxidantes ................. 39

Repetibilidad y porcentaje de recuperacion para cada antioxidante
€N ACEILES ...ueciiii e 39

Repetibilidad y porcentaje de recuperacion para cada antioxidante

(=] g I | = T = 1 PSP 40
Incertidumbre de las mediciones en aceitesS .....ooeuveveeieiiieiiiiiiiieaan. 40
Incertidumbre de las mediciones en grasas............cccceeeeeeeeeiieeeee e, 41

VI



LISTA DE SIMBOLOS

Simbolo Significado

AOX Antioxidantes

AP Antioxidante ascorbil-palmitato
BHA Antioxidante butil-hidroxi-anisol
BHT Antioxidante butil-hidroxi-tolueno
Conc. Concentracion

g Gramos

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
Kg Kilogramos

LoQ Limite de cuantificaciéon

mg Miligramos

mL Mililitros

oG Antioxidante octil-galato

PG Antioxidante propil galato

r Repetibilidad

R? Coeficiente de correlacion

Rec Recuperacion

TBHQ Antioxidante ter-butil-hidroxi-quinona
u Incertidumbre tipica

) Incertidumbre expandida

Mg Microgramos

VI



VI



Aceite

Antioxidantes

COGUANOR NTG
ISO/IEC 17025

Cromatografia

Grasas

HPLC

Incertidumbre

Linealidad

GLOSARIO

Ester de glicerol liquido a temperatura ambiente e

insoluble en agua.

Sustancias que permiten retrasar o eliminar el dafio
generado por la reaccion de aceites o grasas con

oxigeno.
Norma que define los requisitos generales parala

competencia de los laboratorios de ensayo y de

calibracion.

Método analitico-instrumental de  separacion,

utilizado para identificar compuestos quimicos.

Ester de glicerol sélido a temperatura ambiente e

insoluble en agua.

Cromatografia liquida de alta resolucion.

Parametro que caracteriza la dispersion de valores

de una serie de mediciones.

Habilidad de un método analitico-instrumental para
brindar un resultado proporcional a la concentracion

del analito en muestras de un rango dado.

IX



Limite de

cuantificacion
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Repetibilidad

Validacion de métodos

Magnitud minima que se puede determinar con un

nivel de precision y exactitud aceptable.

Serie de pasos definidos para obtener un resultado
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Serie de pasos de interacciones materia-energia en

los que no sucede reaccidn quimica necesariamente.

Laboratorio Regional del Aseguramiento de la
Calidad Nestlé Antigua.

Grado de concordancia entre el valor obtenido y el

valor de referencia.

Variabilidad que un método analitico puede presentar
en un periodo corto cuando se realiza en las mismas

condiciones.

Confirmacion por pruebas y evidencias objetivas para
verificar que los métodos son aptos para el fin

previsto.



RESUMEN

El presente informe detalla el proceso de validacibn de un método
cuantitativo para la determinacion de antioxidantes en aceites y grasas por
cromatografia liquida de alta resolucion. El objetivo es determinar los
parametros: linealidad del método, limite de cuantificacion, repetibilidad,
porcentaje de recuperacion e incertidumbre de las mediciones, para los
antioxidantes: PG, TBHQ, BHA, OG, BHT y AP.

Antes de iniciar el proceso de validacion, se determinaron los valores que
debia cumplir cada uno de los parametros; la curva de linealidad debia dar
como resultado un coeficiente de correlacion mayor a 0,995, el limite de
cuantificacion debia ser igual o menor a 2 mg/Kg, la repetibilidad debia ser igual
o menor a 10 % vy el porcentaje de recuperacion debia encontrarse entre el 85
%-110 %.

Posterior a la definicion de targets, se escogid el aceite y la grasa que se
utilizarian como matrices (se utiliz6 aceite de oliva, aceite de palma y aceite
vegetal hidrogenado). Dichas matrices fueron contaminadas con una cantidad
conocida de cada uno de los antioxidantes con el fin de evaluar cada uno de los

parametros que se debian verificar.

El primer parametro que se verificd fue la linealidad del método para cada
uno de los antioxidantes, para lo cual se realizd una curva de sefal (area de
pico del antioxidante en el cromatograma) en funcién de la concentracion.
Posterior a la evaluacién de la linealidad se determiné el limite de cuantificacion

de los antioxidantes, dicho parametro fue calculado a partir de la curva de
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linealidad. Se establecié que el limite de cuantificacidén es el punto mas bajo en

donde es lineal el método.

Para evaluar la repetibilidad (precisién), porcentaje de recuperacion
(exactitud) e incertidumbre del método se realizO el procedimiento de
extraccidn-cuantificaciéon de los antioxidantes en cada una de las matrices en
dos concentraciones. Este proceso se realiz6 en diferentes dias y por diferentes
analistas. Con los datos obtenidos en la parte experimental se evalué cada uno

de los parametros necesarios para verificar el método.

Las curvas de sefial en funcién de la concentracion de cada uno de los
antioxidantes tienen un coeficiente de correlacion R? mayor a 0,995, en un
rango de 0,2 pg/mL — 50 pyg/mL para los antioxidantes fendlicos PG, TBHQ,
BHA, OG y BHT y en un rango de 0,3 pg/mL — 85 pg/mL para el antioxidante
AP, por lo que se determin6 que el método es lineal para todos los
antioxidantes que establece el método. El punto mas bajo de la curva de
linealidad del método fue establecido como el limite de cuantificacién, para los
antioxidantes fendlicos es de 2 mg/Kg y para el antioxidante AP es de 3 mg/Kg.
La repetibilidad del método oscila entre 1,10 %- 19,00 % entre los diferentes
antioxidantes, el porcentaje de recuperacién fue mayor al 85 % en las dos

matrices y la incertidumbre expandida no supera el 32 %.

Luego de haber determinado cada uno de los parametros de validacion
se verifico que estos cumplieran con los targets establecidos por el laboratorio
para validar el método, una vez verificados los resultados se realizd la
documentacion que respalda que el método ha sido validado y se dio por

finalizado el proceso.
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OBJETIVOS

General

Validar el método de determinacién cuantitativa de antioxidantes en
aceites y grasas utilizando cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
para el Laboratorio Regional del Aseguramiento de la Calidad Nestlé Antigua.

Especificos

1. Evaluar la linealidad del método para cada uno de los antioxidantes que

establece el método.

2. Determinar los limites de cuantificacibn para cada uno de los

antioxidantes que establece el método.

3. Evaluar la repetibilidad del método utilizando un analisis estadistico.

4. Determinar el porcentaje de recuperacién de los antioxidantes que

establece el método.

5. Realizar un analisis estadistico para conocer la incertidumbre del

método.
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Hipotesis
Hipétesis nula:

El limite de cuantificacién para cada antioxidante no sera de 2 mg/kg. Los
parametros de la validacion de repetibilidad e incertidumbre no tendran un
rango de 5 % a 30 %. La recuperacion no sera entre 85 % y 110 %.

Hipotesis alternativa:
El limite de cuantificacién para cada antioxidante sera de 2 mg/kg. Los

parametros de la validacién de repetibilidad e incertidumbre tendran en un

rango de 5 % a 30 %. La recuperacion sera entre 85 % y 110 %.
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INTRODUCCION

La necesidad de validar métodos para determinar compuestos quimicos
en las diferentes industrias, ha provocado que la cromatografia liquida de alta
resolucidén sea una de las herramientas de la ingenieria quimica mas utilizadas,

ya que permite cuantificar diferentes compuestos quimicos.

Uno de los problemas que afronta la industria alimenticia, es la auto
oxidacion de los alimentos; en la actualidad se agregan a aceites y grasas
compuestos que disminuyen o eliminen este problema. Los aditivos utilizados

son llamados antioxidantes.

En el Laboratorio Regional del Aseguramiento de la Calidad Nestlé
Antigua (NQAC Antigua) se debe trabajar con métodos analiticos validados que
certifiquen la confiabilidad de los resultados que se reportan. Asimismo debe
mantener una mejora continua del sistema de gestion de calidad para que no se
tengan desviaciones en los analisis que se realizan, ya que en la industria

alimenticia es primordial brindar al consumidor un producto de alta calidad.

La validacion de los métodos analiticos que se realizan dentro del NQAC
Antigua es uno de los parametros para cumplir con el sistema de gestion de
calidad Nestlé; de la misma manera es un requisito establecido en la norma
COGUANOR NTG ISO/IEC 17025, y el laboratorio debe cumplirla para
mantener la acreditacion en dicha norma, de esta manera se certifica la

confiabilidad de los resultados que se obtienen.
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En el NQAC Antigua, no se tenia un método validado que permitiera la
cuantificacion de antioxidantes en aceites y grasas; por lo que se validd un
método de cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacién de los
antioxidantes:  propil galato (PG), terc-butilhidroquinona (TBHQ),
butilhidroxianisol (BHA), octil galato (OG), butilhidroxitolueno (BHT) y ascorbil
palmitato (AP)

El presente informe tiene como finalidad detallar los parametros que se
calcularon para la validacion del método de determinacion de antioxidantes en
grasas y aceites en el NQAC Antigua, por lo que se presenta de manera

especifica el procedimiento que se realiz6 para validar el método.

XVII



1. ANTECEDENTES

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una herramienta
utilizada en la validacion de distintos métodos quimicos analiticos, ya que
permite determinar cuantitativamente diferentes compuestos; por tal razén,
puede aplicarse en distintas industrias que requieran de analisis quimico:

farmacéutica, agropecuaria, agroquimica, alimenticia, entre otros.

En la Facultad de Ingenieria y la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, se han realizado
como trabajos de graduacion diversas validaciones de métodos analiticos los

cuales utilizan cromatografia liquida de alta resolucion.

En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Maria Estela Palencia
Rodas presentd el trabajo titulado “Implementacion y validacion de un método
de cromatografia liquida de alta resolucion, para el analisis simultaneo de siete
vitaminas  hidrosolubles”, 'y Ana Mary Rodriguez Mondal presento
“Implementacion y validacion de un método de cromatografia liquida de alta
resolucion con detector ultravioleta, para la determinacion de dos tetraciclinas
en leche fresca de vaca”, en ambos casos para obtener el titulo de quimico

bidlogo.

Para obtener el titulo de ingeniero quimico en 2004, Marco Tulio Green
Olmedo realizd el trabajo de graduacion “Importancia de la validacion del
proceso de mezclado de triclosan en crema dental, por medio de Ia
determinacion con cromatografia liquida de alta resoluciéon”. En el trabajo

mencionado se detalla la validacion de un analisis quimico que permitiera



conocer el porcentaje de triclosan en crema dental para compararlos con los

limites de especificacion.

En 1993, Claudia Regina Rodriguez Vargas realizd el trabajo de
graduacion titulado “Procedimiento para la validacion de métodos analiticos,
aplicado a cromatografia liquida de alta precision”, para optar al titulo de
ingeniero quimico. En dicho trabajo se describe como se realizé la validacion de
un meétodo cuantitativo para determinar. acido ascérbico, bitartrato de
fenilefrina, acido acetilsalicilico y maleato de clorofeniramina en un producto
farmacéutico; los parametros determinados fueron: la selectividad, exactitud,

precision, linealidad y robustez.

En noviembre de 2008, Juan Luis Arriola lllescas, ingeniero quimico por la
Universidad de San Carlos de Guatemala, presenté como trabajo de graduacion
“Validacion del método de determinacion de &acidos grasos libres” el cual
consiste en cuantificar los acidos grasos para determinar el indice de acidez de
diferentes productos alimenticios y también indica como evitar que sufran

hidrolisis la cual favorece la auto oxidacion de los mismos.

José Estuardo Lira Sosa realizd en 2012 el trabajo de graduacion
“Validacion de un método para analisis de un fungicida (Propineb) por
cromatografia liquida de alta resolucion para seguimiento de la mejora continua
en un sistema de gestion de calidad”, para obtener el titulo de ingeniero
quimico. Para llevar a cabo dicha validacion realiz6 pruebas de exactitud,
precision, repetibilidad, reproducibilidad, especificidad, limites de deteccion y

cuantificacion y robustez utilizando estandares y muestras de propineb.

Con relacion a la metodologia a validar, la Asociacion de Quimicos

Analistas Oficiales (AOAC), organizacion encargada de establecer métodos de



analisis quimico a nivel mundial, establecié el AOAC Oficial Method 983.15; que
consiste en utilizar cromatografia liquida de alta resolucion para la
determinacién de antioxidantes fendlicos (BHA, BHT, DG, lonox-100, NDGA,
OG, PG, TBHQ y THBP) en aceites, grasas y aceite de mantequilla. EI método
a validar es equivalente al establecido por la AOAC, sin embargo, también es

aplicado para la determinacion del antioxidante AP.






2. MARCO TEORICO

2.1. Método analitico

Un método analitico es una serie de pasos definidos que se realizan para

obtener un resultado especifico.

21.1. Métodos analiticos en quimica

Los métodos utilizados en quimica analitica pueden clasificarse en:

e Meétodos quimicos: estdn basados en interacciones materia-
materia, es decir, producen reacciones quimicas. Estos a su vez
pueden clasificarse en:

o Analisis cualitativo

o Analisis cuantitativo

e Meétodos instrumentales: estan basados en interacciones materia-
energia, para los cuales no tiene que suceder necesariamente una
reaccion quimica (en algunas ocasiones si puede haber reaccion).
Los métodos instrumentales pueden clasificarse en:

o Opticos
o Electroquimicos

o Oftros



Figura 1. Esquema general de métodos instrumentales

Fuente energia

Respuesta
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o

Fuente: Universidad Autbnoma de Madrid. Leccion 1: Quimica analitica instrumental.
www.uam.es/personal_pdi/ciencias/lhh345a/InstrumentalLecc1.pdf. Consulta: 25 de abril de
2015.

21.2. Métodos analiticos que pueden ser validados

En un laboratorio analitico se pueden realizar diferentes clases de
meétodos analiticos que pueden ser validados: métodos normalizados, métodos

no normalizados y métodos desarrollados por el laboratorio.

e Meétodo normalizado
Un método normalizado es aquel que es publicado por un organismo de
normalizacidn internacional, nacional o regional. Estos deben de ser realizados
exactamente como han sido publicados.

e Meétodo no normalizado
Los métodos no normalizados son aquellos de los que no existe una publicacion
por un organismo nacional, internacional o regional; sin embargo, son métodos
que han sido desarrollados por otros laboratorios.

e Meétodo desarrollado por el laboratorio
Los métodos desarrollados por el laboratorio son aquellos definidos por una
persona capacitada dentro del laboratorio para cumplir con un requerimiento

establecido por el cliente.



2.2. Validacion de métodos

La validacién es la confirmacion por pruebas y evidencias objetivas de que
se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico. Para validar un
meétodo analitico se deben tener documentos que demuestren cientificamente

que se tiene la capacidad de cumplir con un fin previsto.

En un laboratorio analitico se valida con el fin de brindar a sus clientes
resultados exactos, precisos, confiables y que sean reproducibles. La norma
COGUANOR NTG ISO/IEC 17025 establece en el inciso 5.4.5.2: “El laboratorio
debe validar los métodos no normalizados, los métodos que disefia o desarrolla,
los métodos normalizados empleados fuera de alcance previsto, asi como las
ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar
que los métodos son aptos para el fin previsto. La validacion debe ser tan
amplia como sea necesario para satisfacer las necesidades del tipo de
aplicacion o del campo de aplicacion dados. El laboratorio debe de registrar los
resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacion y una

declaracién sobre la aptitud del método para el uso previsto”.

La validacién de un método es requerida cuando: se va a utilizar un nuevo
método, se van a implementar mejoras en un método o se incorporaran
adaptaciones locales, antes de usar un método existente que se ha extendido a

nuevas matrices.

" ISO/IEC 17025. Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de
calibracion. p.22.



2.21. Pasos para la validacion de métodos

e Plan de validaciéon
Se establece con los parametros de validaciéon del método. Se
establece el disefio experimental (materiales, recursos, equipos,

reactivos) y el numero de analisis a realizar.

e Desarrollo de pruebas experimentales
Se lleva a cabo el desarrollo analitico del método, se realizan todas

las pruebas experimentales necesarias.

e Evaluacién de resultados
Se analizan los resultados obtenidos en el desarrollo experimental y

se verifica que el método cumpla con el fin establecido.

e Documento de validacién
Se pone por escrito todo el proceso que se realizd para la

validacion.

2.2.2. Documento de validacion de un método cuantitativo

El documento de validacién debe presentar la evidencia que demuestra
que el método es capaz de cumplir con el propédsito requerido. En este
documento se debe establecer cada uno de los parametros de validacion
necesarios; también, se debe describir detalladamente los procedimientos
experimentales realizados y sus resultados; asimismo, debe contar con los

calculos realizados para la validacion.



Partes basicas de un documento de validacion
Descripcion del método

Grado de validacién

Alcance de aplicacién

Requisitos analiticos

Caracteristicas del rendimiento del método:

Selectividad: capacidad del método para distinguir

entre el analito y otras sustancias.

Linealidad: habilidad del método para obtener un
resultado proporcional a la concentracion del analito

en muestras de rango dado.

Limites de deteccion y cuantificacién: hacen
referencia a la magnitud minima que es detectable y
en que posee un nivel aceptable de precision y

exactitud determinado compuesto.

Precision: segun la norma ISO 5725-1, es el grado de
concordancia entre los resultados de pruebas
independientes obtenidos en condiciones especificas.
Puede ser representada como desviacion estandar o
por repetibilidad. La repetibilidad es la precision que
se obtiene cuando se realiza un mismo analisis en las
mismas condiciones, representa la variabilidad que el

método puede presentar en un periodo corto.



» Exactitud o porcentaje de recuperacion: representa el
grado de concordancia entre el valor obtenido y el

valor de referencia.

» |ncertidumbre: parametro que caracteriza la dispersion
de los valores obtenidos, puede ser expresada por
incertidumbre tipica que se expresa como desviacion
estandar o como incertidumbre expandida, que es

expresada con un intervalo de confianza del 95%.
o Capacidad del método
2.3. Aceites y grasas

Los aceites y grasas “son ésteres de acidos carboxilicos superiores con el
alcohol trihidrico, glicerol’. La diferencia entre estos compuestos se debe a su
estado fisico, ya que los aceites son liquidos a temperatura ambiente, mientras
las grasas son solidas o semisdlidas. Se clasifican por su origen y sus

propiedades fisicas y quimicas.

Figura 2. Clasificacién de los aceites y grasas
No secantes
Vegetales Vegetales A[Semisecantes
Grasas ‘[ Aceites Secantes
Animales Terrestres
Animales {
Marinos

Fuente: NOLLER, Carl. Quimica organica. p. 149.

2 Definicion por Michael Eugene Chevreul (1786-1889). NOLLER, Carl. Quimica orgénica. p.
150.
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Los ésteres del (dlicerol tienen la  férmula  general
RCOOCH,;CH(OCOR’)CH,OCOR”, usualmente llamados glicéridos. Las
grasas y aceites no son una mezcla de glicéridos simples que tienen los tres
grupos hidroxilos esterificados con el mismo acido graso, son una mezcla de
glicéridos mixtos que en cada molécula de glicerol se esterifica con mas de

un acido graso.

Con la hidrolisis enzimatica parcial se ha demostrado que los grupos
hidroxilo secundarios de las moléculas del glicerol estan esterificadas con
acidos insaturados, disminuyendo el punto de fusioén, por lo que predominan
en los aceites. Por otro lado los grupos acilo saturados predominan en las

grasas.

2.31. Reaccion de auto oxidacion en aceites y grasas

La auto oxidacion es la reaccion que sufren los compuestos organicos
cuando estan en contacto con el oxigeno atmosférico, este proceso también
puede iniciarse por la presencia de luz y puede ser catalizado por metales traza;

generalmente se da por la presencia de radicales libres en los compuestos.

Los aceites y grasas poseen cadenas alquilicas que contienen enlaces
dobles que son susceptibles a la auto oxidacién, especificamente en las
posiciones alilicas. Los malos olores, ranciedad y pérdida de propiedades
organolépticas de los compuestos mencionados se deben a la reaccion de auto
oxidacion de la insaturacion que poseen; dando asi la formacién de perdxidos
que degradan la molécula a una mezcla compleja de aldehidos, cetonas y

acidos volatiles. Algunos de los peroxidos formados pueden llegar a ser toxicos.
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La auto oxidacién puede ser disminuida o eliminada mediante la adicidon
de antioxidantes que estabilicen por resonancia las moléculas de los aceites y
grasas. Los aceites vegetales son mas resistentes a la auto oxidacién que los

de origen animal, ya que contienen un antioxidante natural (a-toco ferol).

2.4. Antioxidantes

Los antioxidantes son reactivos quimicos que permiten retrasar o eliminar
el dafio generado por la auto oxidacion de compuestos. Algunos reactivos
quimicos que actuan como antioxidantes son los fenoles y derivados de las
aminas. Para evitar la oxidacion, los antioxidantes ceden atomos de hidrogeno

al radical hidroxilo.

Figura 3. Reaccion de antioxidantes con radicales libres

ROO'+ AH — ROOH+ A®

R*+ AH — RH+ A°

Fuente: RAMALHO, Valéria. Antioxidantes usados en aceites, grasas y alimentos grasos.
www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422006000400023. Consulta: 25 de
abril de 2015.

En la industria alimenticia es necesario agregar aditivos que funcionen
como antioxidantes a los productos, ya que al momento de oxidarse un alimento
disminuye su valor nutritivo y se pierden las propiedades organolépticas de
sabor, olor y apariencia. Los antioxidantes mas utilizados como aditivos en

alimentos son el BHA, BHT, PG y el a-tocoferol (vitamina E).
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Antioxidantes fendlicos usados para preservar la calidad de

los alimentos

Figura 4.
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Fuente: SUPELCO. Antioxidantes en alimentos. www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Supelco/Application_Notes/t395078.pdf. Consulta: 25 de abril de 2015.
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2.5. Cromatografia

La cromatografia es un método de separacién que se utiliza para aislar e
identificar compuestos quimicos presentes en una mezcla. En todos los
métodos cromatograficos se emplean dos fases: una estacionaria y otra movil.
A través de la fase estacionaria, se transportan los compuestos por medio de la
fase mévil que se mantienen fluyendo. Las separaciones realizadas se basan
en las diferencias de velocidad de migracion entre los componentes de la
método

muestra. Los componentes que se desean separar por el

cromatografico deben ser solubles en la fase movil y deben tener la capacidad

de interactuar con la fase estacionaria.

o Clasificacion de los métodos cromatograficos

La fase movil utilizada puede ser un gas o un liquido, mientras que la fase

estacionaria s6lo puede ser un liquido o un sélido.

Tabla I. Clasificacion de las separaciones cromatograficas
Nombre Fase movil Fase estacionaria Descripcion
Particién Liquido Liquido La separacion realiza particion simple
(CLL) g g entre dos fases liquidas inmiscibles.
., La capacidad de retencion de la fase
Adsorcion - . ; )
Liquido Sélido estacionaria se basa en fuerzas
(CLS) - o
superficiales fisicas.
. Los componentes idnicos de la muestra
Intercambio - o ; . X
e Liquido Sélido se separan por intercambio selectivo de
i6nico (CII) ; ; ) .
iones contrarios de la fase estacionaria.
Permeacion Se utilizan empaques de exclusion
de geles Liquido Liquido como fase estacionaria y produce una
(CE) clasificacion de moléculas.
CGL Gas Liquido Se absorben en un soélido poroso.
CGS Gas Sdlido Se absorben en un soélido poroso.

Fuente: SKOOG, Douglas. Analisis Instrumental. p 698.
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o Analisis cualitativo y cuantitativo por medios cromatograficos

La cromatografia puede utilizarse como una herramienta para la
separacion de especies quimicas relacionadas; asimismo, puede
utilizarse para la identificacion cualitativa y cuantitativa de los

compuestos analizados.

o Analisis cualitativo: el Unico parametro cualitativo que se puede
obtener mediante cromatografia es el tiempo de retencién o
posicion en la fase estacionaria; dicho parametro permite
identificar diferentes compuestos de mezclas que contienen un

numero limitado de especies, cuyas identidades se conocen.

o Andlisis cuantitativo: la cromatografia permite un analisis de
comparaciéon entre el analito y las soluciones patrén; Ila
comparacion puede hacerse entre la altura o el area de los picos,
ya que “los detectores de cromatografia suelen operarse en forma
diferencial con respecto a la concentracion del soluto o a la
velocidad de flujo de masa.”™
. Analisis basado en la altura de los picos: la altura del pico
se obtiene realizando una linea perpendicular a la base de
éste. Para realizar un analisis basado en las alturas de los
picos se debe controlar cuidadosamente la temperatura de
la columna, velocidad de flujo, velocidad de inyeccion de la
muestra y se debe evitar sobrecargar la columna.

" Analisis basado en el area de los picos: las areas de los
picos constituyen un parametro analitico mas exacto que el

analisis de alturas.

3 WILLARD, Hobart. Métodos Instrumentales de analisis. p. 467.
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2.51. Cromatografia liquida

Se denomina cromatografia liquida al proceso cromatografico en el que
se utiliza como fase mévil un liquido. Los métodos cromatograficos liquidos

pueden ser en columna o planos.

2511. Cromatografia en columna (CLC)

Los métodos cromatograficos de adsorcién, particidon e intercambio i6nico
se realizan por medio de columnas. Dichos métodos no poseen inestabilidad

térmica y permiten analizar distintos compuestos.

En el caso de la cuantificacion de los compuestos idnicos, compuestos
labiles naturales, polimeros y compuestos poli-funcionales de alto peso
molecular se realizan por cromatografia liquida en columnas. La eficiencia del
meétodo puede aumentarse cuando se tiene una disminucion en el tamafio de la

particula de los empaques.

Los sistemas de CLC que permiten procesar particulas de diametros
pequefios (10 um aproximadamente) requieren tecnologia de instrumentos
complejos y reciben el nombre de Cromatografia liquida de alta resolucién (high

performance liquid cromatography, HPLC).

La instrumentacion general de la HPLC consta de:

e Dep0sito de disolvente para la fase mévil. Un equipo de HPLC

debe contar con recipientes que contengan disolventes;

generalmente poseen un sistema desgasificador para evitar que

16



se formen burbujas en la columna y el sistema de deteccion no se
vea afectado.

e Bomba para el disolvente (puede ser mas de una). La seleccién
del tipo y cantidad de bombas depende del tipo de columna de
separacion, el detector utilizado, si se lleva una elucion isocratica
o de gradientes, los limites minimos de deteccion y la precision de
la cuantificacién. Los tipos principales de bombas son:

o De desplazamiento
o Reciprocante
o Recipiente a presion

e Precolumna. Sirve para pre saturar la fase moévil con la fase
estacionaria evitando la eliminacion de la fase estacionaria del
empaque de la columna analitica.

e Columna de proteccion. Se utiliza para evitar la contaminacion de
la columna de separacion.

e Manometro. Se utiliza para medir la presidbn de entrada a la
columna.

e Dispositivo de muestreo o inyeccidén. Se utiliza para introducir la
muestra a la columna; en sistemas HPLC se utilizan valvulas
giratorias para las muestras. Las valvulas de “corredera se
mueven en un plano entre dos piezas de politetrafluoroetileno. Se
coloca la muestra en la valvula por medio de jeringa™.

La inyeccion de la muestra puede realizarse por una jeringa y un
tabique obturador de silicona, neopreno o teflon.

e Columna de separacion. Las columnas utilizadas por sistemas de
HPLC se fabrican de vidrio (resisten unicamente hasta presiones

de 560 psi) o de acero inoxidable. El tipo de empaque depende del

* SKOOG, Douglas. Analisis Instrumental. p. 725.
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tipo de columna, existen empaques de silice, polimeros sintéticos

y otros basados en el gel de silice.

Detector. El detector que se debe utilizar depende de la naturaleza

del compuesto que se desea cuantificar.

Los detectores mas comunes en HPLC son:

(©]

Detectores de radiacién ultravioleta
= Detector de longitud de onda fija
= Detector de longitud de onda variable
= Detector de arreglo de diodos
Detector de indice de refraccion
= Tipo de deflexién
= Tipo Fresnel
Detector de fluorescencia. Solo puede detectar compuestos
que tengan fluorescencia nativa o inducida por
derivatizacion.
Detector de fluorescencia inducida por laser
= Segun fuente de excitacion
= Segun el sistema 6ptico
Detectores electroquimicos
= Detector amperométrico
= Detector conductimétrico

= Detector potenciométrico

2.51.2. Cromatografia liquida de fase inversa

La cromatografia liquida de fase inversa utiliza una fase estacionaria
hidrofébica enlazada (Cs generalmente). asimismo, utiliza una fase mévil polar.

Los mas utilizados son metanol y acetonitrilo.
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Se utiliza un compuesto polar porque eluyen de manera rapida; y a
medida que se incremente el caracter hidrofébico del soluto, la retenciéon es
mayor. Se recomienda que se utilice un solvente con baja polaridad, ya que de

esta manera sera mayor su fuerza como eluyente.
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3. METODOLOGIA

3.1. Variables

Durante la investigacion, recopilacion y ordenamiento de datos, fue
necesario contar con las siguientes variables para evaluar el método y realizar

su validacion.

Tabla Il. Definiciéon y descripcién de las variables del método a validar

Num. Variable Unidad | Constante | Variable

1 Masa de la muestra (aceite o grasa) g X
Concentracion del antioxidante en la

2 o . pg/mL X
splumon estandar

3 Area de pico del antioxidante en la ) X
muestra

4 Area de pico del antioxidante en la ) X
solucién estandar

5 Volumen de solvente agregado a la ml X
muestra

Fuente: elaboracion propia.
Tabla Ill. Definicion y descripcion de las variables respuesta del
método a validar
Num. Variable Unidad Constante Variable

Concentracion del
antioxidante mg/Kg X

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla IV. Definicion y descripcion de las variables respuesta para

validar el método

Num. Variable Unidad | Constante | Variable
1 Linealidad de la curva de calibracion - X

2 Limite de cuantificacion mg/Kg X

3 Repetibilidad del método - X

4 Porcentaje de recuperacion % X

5 Incertidumbre del método - X

Fuente: elaboracién propia.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

El estudio se limita uUnicamente a la validacion del método de
determinacién cuantitativa de los antioxidantes: BHA, BHT, OG, PG, TBHQ y
AP, utilizando cromatografia liquida de alta resolucién para el Laboratorio

Regional del Aseguramiento de la Calidad Nestlé Antigua.

3.21. Campo de estudio

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio Regional del Aseguramiento

de la Calidad Nestlé Antigua. Los campos de estudio involucrados fueron

analisis cuantitativo, analisis instrumental y fisicoquimico.

3.2.2. Etapas de la investigacion
o Experimentacion
o Recopilacion de datos
o Analisis de datos obtenidos
o Verificacion de cumplimiento de los parametros establecidos
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° Documentacion de validacion

3.2.3. Ubicacion del desarrollo de la investigacion

Laboratorio Regional del Aseguramiento de la Calidad Nestlé Antigua, km

46,5 carretera a Ciudad Vieja, Antigua Guatemala, Sacatepéquez.

3.3. Recursos humanos disponibles

Los recursos humanos con los que se contd para llevar a cabo el proyecto

fueron los siguientes:
3.3.1. Investigador
El desarrollo del método que se valido, el manejo de datos obtenidos
luego de realizar la experimentacion y su posterior interpretacion, estuvo a
cargo de la estudiante de ingenieria quimica Eliana Maria Carranza Vasquez.

3.3.2. Asesor

El desarrollo del proyecto estuvo asesorado por la ingeniera quimica Alba

Mariela Orozco Lopez.

3.4. Recursos materiales disponibles

Los recursos materiales con los que se contd para desarrollar el proyecto

fueron los siguientes:
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3.4.1. Documentos

Dentro del NQAC Antigua se tiene un protocolo para realizar el método
que se validd, de igual forma se tiene una instruccion con los requisitos que se

deben cumplir para validar un método.

3.4.2. Equipo

Para realizar la parte experimental de la validacion se utilizd un sistema
HPLC Alliance WATERS e2695 fase inversa, con deteccion UV de 255 nm y
280 nm. EIl equipo también posee una bomba cuaternaria, auto muestreador,
detector de arreglo de diodos y una columna de cromatografia WATERS

Symmetry C18 5um, 150 x 3.9 mm.

3.4.3. Materiales

e Agitador de tubos

e Viales de 40 mL

e Centrifuga de tubos

e Potencibmetro

e Balanza analitica

e Filtros de 0,2 ym de poroy 25 mm de diametro
¢ Plancha con agitador magnético

e Agitadores magnéticos

e Viales de 2 mL para HPLC

3.44. Cristaleria

Se utilizé cristaleria de diferentes volimenes:
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e Vaso de precipitacion
e Probeta
e Pipeta volumétrica

e Balon aforado

3.4.5. Reactivos

e Aceite de oliva

e Aceite de palma (como grasa sélida)
e Aceite vegetal hidrogenado (como grasa sélida)
e Hidroxibutilanisol (BHA)

e Buitil hidroxitolueno (BHT)

e Propil galato (PG)

e Octil galato (OG)

e Ascorbil palmitato (AP)

e Terc-butilhidroquinona (TBHQ)

¢ Metanol para cromatografia liquida

e Acido D-(-)-iso-ascérbico 99 %

e Acido citrico anhidro 99,5 %

e Acido ortofosforico 85 %

e Acetonitrilo para cromatografia liquida

e Agua para cromatografia
3.5. Técnica cuantitativa
Se trabajé con base en una técnica cuantitativa ya que se establecieron

limites de cuantificacion de los antioxidantes evaluados; también, se evalu6 la

linealidad del método, repetibilidad, porcentaje de recuperacion y con base en
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estos datos se realizd un analisis estadistico para conocer la incertidumbre de
las medidas realizadas en el método. En la figura 5 se establece el proceso

utilizado para validar el método.
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Figura 5.

Inicio

Evaluar la linealidad del método
para cada antioxidante a partir de
una curva de calibracion.

v

Determinar limites de cuantificacion a partir de
la curva que se utilizé para evaluar linealidad.

v

Establecer concentraciones para la curva de
calibracién que se utilizara en los analisis para
determinar los otros parametros de la
validacion.

y

Desarrollar el método establecido al menos
seis veces para evaluar la repetibilidad,
porcentaje de recuperacion e incertidumbre de
cada uno de los antioxidantes.

y

Realizar un analisis para verificar que la
repetibilidad, porcentaje de recuperacion e
incertidumbre se encuentren dentro de los

parametros establecidos por Nestlé.

y

Realizar la documentacién establecida por
Nestlé para validar el método.

\4
Fin

Fuente: elaboracién propia.
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3.6. Recoleccion y ordenamiento de la informacion

La recolecciéon y ordenamiento de la informacion se realizd en el siguiente

orden:

3.6.1. Analisis de la importancia de validar el método

El método de determinacion cuantitativa de antioxidantes en aceites y
grasas por cromatografia liquida de alta resolucién del Laboratorio Regional del
Aseguramiento de la Calidad Nestlé Antigua, debe estar validado para brindar
resultados confiables a los clientes; ellos deben asegurarse que el producto que
utilizan no causara dafio a sus consumidores, ya que los antioxidantes pueden

considerarse sustancias toxicas en concentraciones altas.

3.6.2. Recoleccion de los datos experimentales

Se llevd a cabo una serie de repeticiones del método de determinaciéon de
antioxidantes en aceites y grasas por HPLC, con el objetivo de tener los
suficientes datos para realizar un analisis que permitiera evaluar la confiabilidad
de la realizacion del método dentro del Laboratorio Regional del Aseguramiento
de la Calidad Nestlé Antigua.

3.6.3. Analisis de los parametros para validar el método

Después de realizar la parte experimental se procedid a evaluar la
linealidad del método, los limites de cuantificacion, la repetibilidad, el porcentaje
de recuperacion y un analisis estadistico para conocer la incertidumbre del
método; lo cual se hizo para cada uno de los antioxidantes que describe el

método.
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3.6.4. Documentacion de la validacion del método

Al tener todos los datos necesarios se realizd el documento que respalda
que se ha validado el método, en dicho documento se describe: el método, el
grado de validacion, la linealidad, los limites de cuantificacion, la repetibilidad,
porcentaje de recuperacion y la incertidumbre de la cuantificacion de cada uno

de los antioxidantes evaluadas.
3.7. Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Para la validaciéon se trabajé con aceite de oliva, aceite de palma y aceite
vegetal hidrogenado. La parte experimental consisti6 en contaminar las
matrices con una concentracién conocida de cada uno de los antioxidantes que
establece el método para después extraerlos y cuantificarlos, lo cual se realizo

con el fin de conocer la eficiencia y exactitud del método.

El primer parametro que se debia verificar era la linealidad del método, lo
cual se debia realizar para cada uno de los antioxidantes (PG, TBHQ, BHA,
OG, BHT y AP). La linealidad de cada uno de los antioxidantes fue calculada
utilizando una curva de area en funcién de la concentracion, para determinar si
el método era lineal en cada uno de los antioxidantes se debia evaluar su

coeficiente de correlacion R, el cual debia ser mayor a 0,995.
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Tabla V. Rango aproximado de concentraciones de las curvas

utilizadas para evaluar la linealidad de cada antioxidante

Ndmero de
Antioxidante Concentraciones para la curva (ng/mL) repeticiones
de la curva
PG
TBHQ
BHA 0,18 | 1,50 | 3,00 | 6,00 | 12,00 | 24,00 | 36,00 | 50,00 3
0G
BHT
AP 0,30 | 3,00 | 6,00 | 12,00 | 24,00 | 48,00 | 72,00 | 85,00

Fuente: elaboracion propia.

Posterior a la verificacion de la linealidad se determinaron los limites de
cuantificacion para cada uno de los antioxidantes. Para evaluar dicho parametro
se escogié una de las metodologias de Nestlé, la cual consiste en escoger el
punto mas bajo de la curva senal (area de pico del antioxidante en el

cromatograma) en funcion de la concentracion en donde es lineal el método.

Los parametros de repetibilidad y porcentaje de recuperacion del método
fueron evaluados a partir de los datos obtenidos en la parte experimental la cual
consistié en contaminar muestras de aceite y grasa con los antioxidantes PG,
TBHQ, BHA, OG, BHT y AP. Para determinar que se tenian resultados
confiables se contaminaron muestras a una concentracion alta y a una
concentracion baja; la extraccion y cuantificacion de los antioxidantes se realizd
en diferentes dias para poder evaluar que, independientemente de las
condiciones ambientales y del analista, el procedimiento establecido por Nestlé

brindaba resultados veridicos.

Los resultados de la parte experimental se tabularon en el programa

Microsoft Excel. Concluida la parte experimental del proceso se inicid la
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documentacion que respalda la validacion del método. Inicialmente se verifico
que los parametros de linealidad, limite de cuantificacion, repetibilidad y
porcentaje de recuperaciéon cumplieran con los targets establecidos por Nestlé,
parametros que fueron verificados utilizando el programa Q-Stat. Ya verificados
los targets, se procedid a realizar el documento de validacion del método; para
la realizacién de dicho documento se utilizé el programa Microsoft Word y los

graficos se realizaron en el programa Qti-Plot.

3.8. Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico para conocer la incertidumbre del
método. Se realiz6 un método simplificado propuesto por V.J. Barwick y S.L.R.
Ellison (Ref. 2). Este analisis utiliza una estadistica robusta y brinda un nivel de

confianza del 95 %.
Los resultados obtenidos por el analisis fueron calculados utilizando el

software Q-Stat, programa utilizado internamente para realizar validaciones,

verificaciones, entre otros.
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4. RESULTADOS

Figura 6.
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla VI. Descripcion figura 6
Irr::):}rizaa Incerteza maxima Intervalo de
Color Modelo matematico R? ; (variable :
(variable independiente) validez
dependiente)
Sefial = 9,29E2 + 3,64E4C | 0,999 + 5,62E1 + 1,06E3 [0,18 - 42]

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 7. Curva de linealidad del antioxidante TBHQ
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla VIl.  Descripcion figura 7
Incerteza .
maxima Incerteza maxima Intervalo de
Color Modelo matematico R? : (variable :
(variable independiente) validez
dependiente) P
Sefial = 7,01E2 + 1,05E4C | 0,999 + 3,79E1 + 9,00E2 [0,18 - 50]

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 8. Curva de linealidad del antioxidante BHA

700,000 —
i Pt
600,000 —
500,000 /
400,000 - /
300,000 —
Sefal (Aéade pico) /
200,000 /
100,000 /
0 _ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracién (ug/ mL)
Fuente: elaboracion propia.
Tabla VIIl.  Descripcion figura 8
Incerteza ‘o
maxima Incerteza maxima Intervalo de
Color Modelo matematico R? ; (variable :
(variable independiente) validez
dependiente) P
Sefial = 1,88E2 + 1,06E4C | 0,999 + 4,30E1 + 1,34E3 [0,18 - 62]

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 9. Curva de linealidad del antioxidante OG
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla IX. Descripcion figura 9
Incerteza .
maxima Incerteza maxima Intervalo de
Color Modelo matematico R? : (variable :
(variable independiente) validez
dependiente) P
Sefial = 1,11E3 + 2,89E4C | 0,999 +1,81E2 + 5,05E3 [0,24 - 54]

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 10. Curva de linealidad del antioxidante BHT
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla X. Descripcion figura 10

Incerteza o
. maxima Incertezg MaxiMa | | ntervalo de
Color Modelo matematico R? ; (variable :
(variable independiente) validez
dependiente) P
Sefial = —1,08E2 + 6,46E3C | 0,999 + 1,25E1 + 2,89E2 [0,25 - 50]

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 11. Curva de linealidad del antioxidante AP
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XI. Descripcion figura 11
Incerteza .
maxima Incerteza maxima Intervalo de
Color Modelo matematico R? : (variable :
(variable ; X validez
; independiente)
dependiente)
Sefial = 1,13E3 + 1,13E4C | 0,999 + 5,24E1 +1,97E3 [0,36 —85]

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla XII. Limite de cuantificacion de cada uno de los antioxidantes

Antioxidante | Limite de cuantificacién (mg/Kg)
PG 2,00
TBHQ 2,00
BHA 2,00
0G 2,00
BHT 2,00
AP 3,00

Fuente: elaboracién propia.

Tabla Xlll. Repetibilidad y porcentaje de recuperacion para cada

antioxidante en aceites

Antioxidante | Concentracién Repetibilidad | Repetibilidad Porcentaje' fje
(r) (r%) recuperacion
PG Alta 5,94 2,50 97,80
Baja 0,39 2,70 99,90
Alta 7,31 3,10 99,60
TBHQ Baja 2.38 15,00 110,20
Alta 9,00 4,00 94,10
BHA Baja 0,85 6,50 90,40
0G Alta 2,67 1,10 98,40
Baja 1,16 8,60 93,80
BHT Alta 10,85 5,00 90,50
Baja 1,69 11,20 96,80
AP Alta 18,07 4,00 93,20
Baja 0,41 1,70 86,60

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla XIV. Repetibilidad y porcentaje de recuperacion para cada

antioxidante en grasas

Antioxidante | Concentracién Repetibilidad Repetiobilidad Porcentaje_ fie
(r) (r%) recuperacion
PG Alta 12,75 5,00 106,00
Baja 0,96 6,60 100,90
Alta 47,69 19,00 104,70
TBHQ Baja 2,15 14,80 101,00
BHA Altg 13,60 5,60 101,60
Baja 0,34 2,50 94,70
0G Alta 7,04 2,80 104,70
Baja 0,80 5,70 96,70
BHT Alta 12,95 5,90 90,90
Baja 1,03 7,60 94,90
AP Alta 25,21 5,30 99,60
Baja 1,86 7,00 94,90
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XV. Incertidumbre de las mediciones en aceites
Antioxidante Concentracion Incertidumbre Incertidumbre
tipica u (%) expandida U (%)
PG Alta 2,86 5,71
Baja 2,63 5,27
Alta 3,66 7,32
TBHQ Baja 13,71 27,41
Alta 3,67 7,35
BHA Baja 8.30 16,59
Alta 3,94 7,87
0G Baja 11,87 23,74
Alta 7,34 14,69
BHT Baja 15,04 31.87
AP Alta 6,26 12,52
Baja 8,64 17,28

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla XVI.

Incertidumbre de las mediciones en grasas

Antioxidante Concentracion Incertidumbre Incertidumbre
tipica u (%) expandida U (%)

PG Alta 7,39 14,78
Baja 7,00 14,01
Alta 14,34 28,67
TBHQ Baja 11.16 22.33
Alta 4,70 9,39
BHA Baja 9.29 18,58
Alta 3,70 7,41
0G Baja 12,78 25,55
Alta 6,34 12,69

BHT Baja 4.44 8,89
Alta 8,80 17,60
AP Baja 5,11 10,22

Fuente: elaboracién propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El objetivo del trabajo fue validar el método cuantitativo para determinar
antioxidantes en aceites y grasas utilizando un método de cromatografia liquida
de alta resolucion, para el Laboratorio Regional del Aseguramiento de la
Calidad Nestlé Antigua. Para realizar la validacion se debian verificar los
parametros de linealidad del método, limite de cuantificacion, repetibilidad,

porcentaje de recuperacion e incertidumbre de las mediciones.

Las figuras entre la 6 y la 11 representan el comportamiento de la sefal
(area de pico de antioxidante en la muestra) en funcién de la concentracion; las
graficas muestran que dicho comportamiento es lineal en un rango de 0,2
pg/mL — 50 yg/mL para los antioxidantes fendlicos PG, TBHQ, BHA, OG y BHT.
El comportamiento de sefial en funcién de la concentracion para el antioxidante
AP es lineal en un rango de 0,3 pg/mL — 85 pg/mL. Los coeficientes de
correlacion R? de las curvas es mayor a 0,995, lo cual indica que el método es

lineal para cada uno de los antioxidantes estudiados.

El valor del limite de cuantificacién es el punto mas bajo en donde la curva
de sefal en funcion de concentracion es lineal. La tabla 12 presenta el limite de
cuantificacion de los antioxidantes evaluados; como se puede observar para los
antioxidantes fendlicos el limite es de 2 mg/Kg, mientras que para el

antioxidante AP el limite es de 3 mg/Kg.

En la tabla 13 se encuentran descritos los valores de repetibilidad y
porcentaje de recuperacion para aceites. Un valor alto de repetibilidad r% indica

que el método es menos preciso; por o que se puede decir que la repetibilidad
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es mejor en concentraciones altas que en concentraciones bajas, de igual forma
se puede observar que la mejor precision se obtuvo en el antioxidante OG en
concentraciones altas y que se tuvo menor precision para el antioxidante TBHQ
en concentraciones bajas. En relacion al porcentaje de recuperacion, se
observa que la mejor recuperacion fue para el antioxidante TBHQ en bajas
concentraciones y la menor recuperacion se dio en el antioxidante AP en bajas

concentraciones.

Los valores de repetibilidad y porcentaje de recuperacion para grasas se
describen en la tabla 14 la cual indica que al igual que en los aceites la
repetibilidad es mejor en concentraciones altas que en concentraciones bajas.
La mejor precision se obtuvo para el antioxidante BHA en concentraciones
bajas, mientras que la precision menor fue para el antioxidante TBHQ en ambas
concentraciones. Respecto al porcentaje de recuperacion fue menor en el
antioxidante BHT en concentraciones altas y la mejor recuperacion fue para el

PG en concentraciones altas.

Comparando los resultados de repetibilidad y porcentaje de recuperacion
de ambas matrices se puede afirmar que se tiene una mejor precision al evaluar
los antioxidantes en aceites y un porcentaje de recuperacién mayor al evaluar

grasas.

La incertidumbre expandida representa la dispersién de los valores en un
intervalo de confianza del 95 %, los valores calculados de incertidumbre se
presentan en las tablas 15 y 16. En el caso de los aceites se puede observar
que la dispersibn es mayor en los antioxidantes TBHQ y BHT en
concentraciones bajas, mientras que la menor dispersion se da para el

antioxidante PG en ambas concentraciones. En el caso de las grasas se tiene
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una mayor dispersion para el antioxidante TBHQ en ambas concentraciones y

una menor dispersion para el antioxidante OG en concentraciones altas.

Los resultados obtenidos de cada uno de los parametros de validacion
cumplen con los requisitos establecidos por Nestlé; por lo que después de
haber realizado la documentacion que respalda la validacion, se puede realizar
el método de determinacion cuantitativa de antioxidantes en aceites y grasas

por cromatografia liquida de alta resolucién en muestras comerciales.
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CONCLUSIONES

Se validé el método de determinacién cuantitativa de antioxidantes en

aceites y grasas utilizando cromatografia liquida de alta resolucion.

El método es lineal para cada uno de los antioxidantes que establece el

método.
El limite de cuantificacion para los antioxidantes fendlicos (PG, TBHQ,
BHA, OG y BHT) es de 2 mg/Kg; para el antioxidante AP el limite de

cuantificacion es de 3 mg/Kg.

El porcentaje de la repetibilidad para cada uno de los antioxidantes se

encuentra entre 1 % - 19 %.

El porcentaje de recuperaciéon para cada uno de los antioxidantes se

encuentra entre 85 % - 110 %.

La dispersidon de los valores, expresada como incertidumbre expandida,

se encuentra entre el 5 % - 32 %.
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RECOMENDACIONES

Realizar verificaciones del método al menos dos veces al afio para
cerciorarse de que el método sigue siendo apto para la cuantificacion

de antioxidantes en aceites y grasas.

El procedimiento de extraccidn-cuantificacién de los antioxidantes debe

realizarse de la misma manera que en la validacién del método.

Utilizar materiales de referencia que permitan determinar el desempefio

del método validado.

Realizar una nueva validaciéon del método cuando se desee ampliar el
rango de concentracién, evaluar una nueva matriz o realizar
modificaciones al procedimiento experimental, para cumplir con el inciso
5.4.5. Validacién de métodos de la norma COGUANOR NTG ISO/IEC
17025.
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APENDICES

Apéndice 1. Ecuaciones utilizadas

Ecuacion 1: desviacion estandar de repetibilidad del método cuando se

realizan duplicados en cada repeticion.

SD(r) = 1,0484 x Med{x;; — x;}
Ref. 2
Donde:
SD(r) = desviacién estandar de repetibilidad
Med = mediana de los datos obtenidos

Xi1 Y X;» = los dos resultados de cada repeticidon

Ecuacion 2: coeficiente de variacion de repetibilidad del método.

SD(r)

Ref. 2
Donde:
CV(r) = coeficiente de variacion de repetibilidad
SD(r) = desviacion estandar de repetibilidad

Med = mediana de los datos obtenidos
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Ecuacion 3: repetibilidad r.

r=2.772%SD(r)

Ref. 2
Donde:
r = repetibilidad
SD(r) = desviacién estandar de repetibilidad
Ecuacion 4: repetibilidad r%.
% = 2.772 x CV (1)
Ref. 2

Donde:
r %= porcentaje de repetibilidad

CV(r) = coeficiente de variacion de repetibilidad

Ecuacion 5: desviacion estandar de la reproducibilidad intermedia del

meétodo cuando se realizan duplicados en cada repeticion.

SD(iR) = \/SD(b)Z + %SD(T‘)Z

Ref. 2
Donde:
SD(iR) = desviaciéon estandar de la reproducibilidad intermedia
SD(b) = desviacion estandar de los promedios de los duplicados

SD(r) = desviacion estandar de repetibilidad
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e Ecuacion 6: coeficiente de variacion de la reproducibilidad intermedia.

SD(iR)

CV(iR) = 100

Ref. 2
Donde:
CV(iR) = coeficiente de variacidén de reproducibilidad intermedia
SD(iR) = desviacién estandar de la reproducibilidad intermedia

Med = mediana de los datos obtenidos

e Ecuacion 7: Recuperacion.

_ Med
€= Spiked

Ref. 2
Donde:
Rec= recuperacion
Med = mediana de los datos obtenidos

Spiked = concentracion agregada del antioxidante

e Ecuacion 8: desviacion estandar de recuperacion.

SD(Rec) = 1,0484 + Med{Rec;; — Rec;,}
Ref. 2
Donde:
SD(Rec) = desviacidon estandar de la recuperaciéon
Med = mediana de los datos obtenidos

Reci; — Rec;, = los dos resultados de recuperacion de cada repeticion
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e Ecuacion 9: desviacion estandar de recuperacion corregida.

(1 — Rec)?

> + SD(Rec)?

SD (ReC)Corrected = \/

Ref. 2
Donde:
SD(Rec) correctea = desviacion estandar de recuperacion corregida
Rec= recuperacion

SD(Rec) = desviacidon estandar de la recuperacion

e Ecuacion 10: desviacion estandar relativa de recuperacion.

SD(Rec) Corrected

RSD(Rec)correctea = Rec

Ref. 2
Donde:
RSD(Rec)correctea = desviacion estandar relativa de recuperacion
SD(Rec) correctea = desviacion estandar de recuperacion corregida

Rec= recuperacion

e Ecuacion 11: incertidumbre tipica.

u = Median * \/CV(iR)Z + RSD(Rec)?yrected
Ref. 2

Donde:

u = incertidumbre tipica

Median = mediana de los resultados

CV (iR)= coeficiente de variacion de la reproducibilidad intermedia

56



RSD(Rec) correctea= desviacion estandar relativa de la recuperacion

e Ecuacion 12: incertidumbre expandida.

U=2*u
Ref. 2
Donde:
U= incertidumbre expandida
u = incertidumbre tipica
Apéndice 2. Datos obtenidos para la linealidad
PG TBHQ BHA oG BHT AP
Conc. - Conc. - Conc. - Conc. - Conc. - Conc. ~
Senal Senal Senal Senal Senal Senal
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.18 | 7.21E+03 0.19 | 2.54E+03 0.19 | 2.06E+03 0.24 | 9.00E+03 0.25 | 1.55E+03 0.36 | 4.19E+03
0,24 | 9,71E+03 0,25 | 2,68E+03 0,25 | 2,57E+03 0,49 | 1,42E+04 0,51 | 3,08E+03 0,48 | 5,75E+03
0,49 | 1,85E+04 0,50 | 5,37E+03 0,50 | 5,10E+03 0,73 | 2,02E+04 0,76 | 5,02E+03 0,97 | 1,22E+04
0,73 | 2,86E+04 0,76 | 8,62E+03 0,75 | 7,62E+03 1,46 | 3,92E+04 1,52 | 9,52E+03 1,45 | 1,76E+04

1,45 | 531E+04 1,51 | 1,66E+04 1,50 | 1,51E+04 2,92 | 7,91E+04 3,03 | 1,89E+04 2,90 | 3,33E+04

2,91 | 1,04E+05 3,02 | 3,25E+04 3,00 | 3,19E+04 6,08 | 1,66E+05 6,32 | 4,18E+04 5,81 | 6,50E+04

6,06 | 2,26E+05 6,30 | 6,35E+04 6,24 | 6,70E+04 12,16 | 3,71E+05 12,64 | 8,15E+04 12,10 | 1,43E+05
12,12 | 4,43E+05 12,60 | 1,35E+05 12,48 | 1,33E+05 24,32 | 7,09E+05 25,28 | 1,63E+05 24,20 | 2,82E+05
24,24 | 8,82E+05 25,20 | 2,68E+05 24,96 | 2,70E+05 36,48 | 1,06E+06 44,24 | 2,85E+05 48,40 | 5,46E+05
36,36 | 1,32E+06 37,80 | 3,98E+05 37,44 | 3,92E+05 42,56 | 1,24E+06 50,56 | 3,28E+05 72,60 | 8,15E+05
42,42 | 1,55E+06 44,10 | 4,65E+05 43,68 | 4,70E+05 48,64 | 1,42E+06 84,70 | 9,71E+05
50,40 | 5,24E+05 49,92 | 5,22E+05 54,72 | 1,56E+06
56,16 | 5,99E+05
62,40 | 6,62E+05

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 3.

Datos calculados

Aceites
AOX | Conc. Med | SD (r) (Cr\; R r% (?RD) (?I%l) Rec (:3:) Cscg'r(z::gli Ei?résé (2 u V]
Alta 234,66 | 214 | 0,90 | 594 | 2,50 | 582 | 2,50 | 97,80 | 0,008 | 0,014 1,42 2,86 | 5,71
Pe Baja 14,38 | 014 | 1,00 | 039 | 270 | 0,36 | 2,50 | 99,90 | 0,008 | 0,008 0,85 263 | 527
Alta 239,06 | 2,64 | 1,10 | 7,31 | 310 | 832 | 3,50 | 99,60 | 0,011 0,011 1,13 366 | 7,32
TeHa Baja 15,87 | 0,86 | 540 | 2,38 | 15,00 | 2,03 | 12,80 | 110,20 | 0,055 | 0,055 4,97 13,71 | 27,41
Alta 225,80 | 3,25 | 1,40 | 9,00 | 4,00 | 4,12 | 1,80 | 94,10 | 0,005 | 0,030 3,19 367 | 7,35
BrA Baja 13,02 | 0,31 |230| 085 | 650 | 0,80 | 6,10 | 90,40 | 0,017 | 0,051 5,61 8,30 | 16,59
Alta 236,27 | 0,96 | 040 | 267 | 1,10 | 883 | 370 | 9840 | 0012 | 0,012 1,24 394 | 7,87
¢ Baja 13,51 | 0,42 | 3,10 | 1,16 | 860 | 1,49 | 11,00 | 93,80 | 0,041 0,041 4,41 11,87 | 23,74
Alta 217,10 | 3,91 | 1,80 | 10,85 | 5,00 | 10,50 | 4,80 | 90,50 | 0,015 | 0,050 5,53 7,34 | 14,69
BrT Baja 15,09 | 0,61 | 4,00 | 169 | 11,20 | 2,30 | 1520 | 96,80 | 0,070 | 0,070 4,73 15,94 | 31,87
Alta 447,41 | 6,52 | 1,50 | 18,07 | 4,00 | 21,66 | 4,80 | 93,20 | 0,015 | 0,037 3,97 6,26 | 12,52
AP Baja 2426 | 015 [ 060 | 041 | 1,70 | 0,90 | 3,70 | 86,60 | 0,010 | 0,068 7,80 864 | 17,28
Grasas
AOX | Conc. | Med |SD(r) (‘:‘; ro| % a% (?ﬁl) Rec (::’c) oo (Rec) | RSDReA | u u
g LAta 254,35 | 4,60 | 1,80 | 12,75 | 5,00 | 17,45 | 6,90 | 106,00 | 0,029 | 0,029 2,75 7,39 | 14,78
Baja 14,52 | 0,35 | 2,40 | 0,96 | 6,60 | 0,95 | 6,50 | 100,90 | 0,026 | 0,026 2,57 7,00 | 14,01
TBHG [Ata 251,26 | 17,21 | 6,80 | 47,69 | 19,00 | 33,67 | 13,40 | 104,70 | 0,053 | 0,053 5,10 14,34 | 28,67
Baja 14,55 | 0,78 | 530 | 2,15 | 14,80 | 1,52 | 10,40 | 101,00 | 0,040 | 0,040 3,97 11,16 | 22,33
B | Alta 243,80 | 4,91 | 2,00 | 13,60 | 560 | 10,68 | 4,40 | 101,60 | 0,017 | 0,017 1,69 470 | 9,39
Baja 13,64 | 012 | 0,90 | 0,34 | 2,50 | 1,17 | 8,60 | 94,70 | 0,033 | 0,033 3,50 9,29 | 18,58
Alta 251,22 | 2,54 | 1,00 | 7,04 | 280 | 6,91 | 2,80 | 104,70 | 0,011 0,026 2,48 3,70 | 7,41
e Baja 13,92 | 029 | 210 | 080 | 570 | 1,65 | 11,80 | 96,70 | 0,046 | 0,046 4,80 12,78 | 25,55
Alta 218,05 | 4,67 | 210 | 12,95 | 590 | 7,89 | 360 | 90,90 | 0,012 | 0,047 5,21 6,34 | 12,69
BrT Baja 13,67 | 0,37 | 2,70 | 1,03 | 760 | 046 | 3,40 | 94,90 | 0,011 0,027 2,89 4,44 | 8,89
ap LAla 478,10 | 9,09 | 1,90 | 25,21 | 530 | 39,02 | 8,20 | 99,60 | 0,033 | 0,033 3,29 8,80 | 17,60
Baja 26,58 | 067 |[250| 1,86 | 7,00 | 1,09 | 410 | 9490 | 0,014 | 0,029 3,06 511 | 10,22
Fuente: elaboracién propia.

58




Apéndice 4. Tabla de requisitos académicos
Carrera Cam_p ° de Area Curso Te[n a Tenja_l
conocimiento genérico especifico
- Concentracion | Tipos de
Quimica 3 . .
de soluciones | concentraciones
Aceites y Reacciones de
Quimica grasas aceites y grasas
organica 1y 2 i
g y Antioxidantes Tlpps .de
antioxidantes
o Métodos
Quimica Instrumentales:
Métodos cromatografia
analiticos liquida de alta
Analisis resolucion
instrumental (HPLC)
© -
S g Tipos de Deteccion
= re) detectores en .
S e ; ultravioleta en
= s cromatografia HPLC
o @ P
- liquida
T >
— m .z
-% = Operaciones Transferencia | Operaciones Separa_c’lon por
o extracciéon
G_) — . . ’ . ’ .
> c unitarias de masa liquido-liquido | ;" "~~~ .
=i o) liquido-liquido
C . . 7
- - Determinacién
Matematica , . X
. . Integracion de area bajo una
intermedia 1
curva
Elementos para
_ Estadistica establecer
Estadistica 1 L
Lo - descriptiva modelos
Ciencias bésicas e
y matematicos
complementarias - Ensayos de Proceso de toma
Estadistica 2 T g
hipétesis de decisiones
Programacion Manejo
de Software adecuado del
computadoras software

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5. Diagrama de Ishikawa

Método Equipo
Analitico ot < HPLC
< Cuantitativo
Calibracion —>

Cromatografico = HPLC-columna

HPLC-pre-columna
P & Mantenimiento

-

Validacion del
método de
determinacion
de
antioxidantes
en aceites y

grasas

Filtro —> Reactivos Cuantitativa /< sistema
&~ grado HPLC
Muesra Estadisticas>/< \/aiables
Cristaleria Bé o
Desgasificadores
Material Medidas

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXOS

Anexo 1. Cromatograma de antioxidantes fendlicos
2 7
1
9
4
5
8
3 6

U —

| 1 | L | | |

0 4 8 12
TIME (MIN)

Figure 983.15. Chromatographic separation of
antioxidant standards, ca 0.1 g each antioxidant: 1,
PG; 2, THBP; 3, TBHQ; 4, NDGA; 5, BHA; 6, lonox-100;
7, 0G; 8, BHT; 9, DG.

Fuente: AOAC. Oficial Method 983.15: Phenolic Antioxidants in oils, fats, and butter oil, Liquid
Chromatographic Method. p. 3
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