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ESPECTROFOTOMETRICA PARA LA CUANTIFICACION DEL
ANTIOXIDANTE TERBUTIL HIDROQUINONA (TBHQ) EN GRASAS Y
ACEITES VEGETALES" que fue desarrollado por la estudiante universitaria Mirka Joselyn
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Alejandro Recinos.

Por lo que habiendo cumplido con los objetivos y requisitos de ley del referido trabajo y
existiendo la aprobacién del mismo por parte del Asesor - Supervisor de EPS, en mi calidad
de Director apruebo su contenido solicitindole datle el trimite respectivo.

Sin otro particular, me es grato suscribirme.
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Estimado Ingeniero Alvarez:

Como consta en el registro de evaluacién, correlativo 003-2018, le informo que reunidos los
Miembros de la Tema nombrada por la Escuela de Ingenierfa Quimica, se practicé la revisién del:

INFORME FINAL

Sollcitado por el estudiante universitario: Mirka Joselyn Témaj De La Cruz.
Identificado con ntimero de camé; 2630687650101.

Identificado con registro académico: 201314163.
Previo a optar al titulo de la carrera: Ingenierfa Quimica.
En la modalidad: Informe Final EPS (6 meses), Seminario de Investigacién.

Siguiendo los procedimientos de revision interna de la Escuela de Ingenierfa Quimica, los
Miembros de la Tema han procedido a APROBARLO con el siguiente titulo:

VALIDACION DE UNA METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA PARA LA
CUANTIFICACION DEL ANTIOXIDANTE TERBUTIL HIDROQUINONA (TBHQ) EN
GRASAS Y ACEITES VEGETALES

El Trabajo de Graduacion ha sido asesorado por:
Ronal Adolfo Herrera Orozco, profesional de la Ingenieria Quimica

Habiendo encontrado el referido trabajo de graduacién SATISFACTORIO, se autoriza al

estudiante, proceder con los trdmites requeridos de acuerdo a las normas y procedimientos
establecidos por la Facultad para su autorizacién e impresion.
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Formando Ingenieros Quimicos en Guatemala desde 1923
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METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA PARA LA CUANTIFICACION DEL
ANTIOXIDANTE TERBUTIL HIDROQUINONA (TBHQ) EN GRASAS Y ACEITES
VEGETALES del(la) estudiante Mirka Joselyn Témaj de la Cruz, se conceptia que
el documento presentado, retne todas las condiciones de calidad en materia
administrativa 'y académica (rigor, pertinencia, secuencia y coherencia
metodoldgica), por lo tanto, se procede a la autorizacién del mismo, para que el(la)
estudiante pueda optar al titulo de Ingenieria Quimica.
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Absorbancia

Aceite de palma

Aceite de palmiste

Aceite de soya

Acidos insaturados

Acidos saturados

GLOSARIO

Medida de la cantidad de luz que es absorbida por una
sustancia. Se mide con un colorimetro o un

espectrofotometro.

Liquido graso de origen vegetal conseguido por medio
del prensado del fruto en la palma aceitera. Este
aceite puede ser procesado para obtener distintas

fracciones, entre ellas oleina y estearina.

Liquido graso obtenido por el prensado mecanico de

la nuez o semilla del fruto de la palma aceitera.

Liquido untuoso, ligero y amarillento obtenido por
medio del prensado de la semilla de soya.

Se caracterizan por poseer dobles enlaces en su
configuracion molecular. Su punto de fusion es menor
que el resto de las grasas por lo que fisicamente se
presentan de forma liquida como los aceites.

Tipo de grasa que se caracteriza por la ausencia de
enlaces dobles entre las cadenas de carbono que
forman al acido. Fisicamente estos acidos son sélidos
o semisdlidos a temperatura ambiente como la

margarina.

Xl



Analito

AU

BHA

BHT

CLas

C1BHaQ

CODEX

Colorimetria

Componente o sustancia de una muestra cuya
concentracion es objeto de busqueda en un analisis

quimico.

Unidades de absorbancia.

El butilhidroxianisol es un sélido ceroso que exhibe
propiedades antioxidantes. Producido a partir de 4-

metoxifenol e isobutileno.

El butilhidroxitolueno es un agente antioxidante
sintético utilizado en la industria alimentaria para

prevenir la rancidez.

Concentracion de antioxidante validada por

laboratorio externo.

Concentracién de terbutil hidroquinona.

Codigo alimentario establecido por la FAO vy
organizacion Mundial de la Salud para elaborar
normas alimentarias internacionales armonizadas,
que protegen la salud de los consumidores y fomentan

practicas legales en el comercio de los alimentos.
Medio que estudia la medida de los colores y que

desarrolla métodos para la cuantificacién del color, es

decir la obtencion de valores numéricos del color.

Xl



Dimetilamina

Espectrofotometria

Estearina

FAO

FDA

Fenol

Fosfatido

Grasas

Gas incoloro que se almacena en 40 % a 45 % de

concentracion en agua. Afin con los fenoles.

Medicion de la cantidad de energia radiante que
absorbe un sistema quimico en funcion de la longitud
de onda de la radiacién, y a las mediciones a una
determinada longitud de onda.

Fraccién sdlida del aceite de palma utilizada en

cantidades altas para produccion de grasas vegetales.

Organizacion de alimentos y agricultura (FAO), que
garantiza la seguridad alimentaria a la poblacion.

Administracion de alimentos y drogas (FDA), protege
la salud publica mediante la regulacion de
medicamentos y productos biolégicos de uso humano

Compuesto organico cuya estructura molecular tiene

un anillo aromatico unido a un grupo funcional.

Estan constituidos por un polialcohol esterificado con
acidos grasos y acido fosforico. El acido a su vez esta
combinado con un compuesto basico nitrogenado. Los

mas comunes son la lecitina y la cefalina.

Término genérico para designar varias clases de

sustancias lipidicas que funden entre 25 y 50°C,
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indice de yodo

Longitud de onda

Manteca

Margarina

OGA

Oleina

Palma aceitera

obtenidas por el procesamiento de materias primas

oleaginosas.

Es una medida que indica el numero total de dobles
enlaces presentes en grasas y aceites, con lo cual
presenta el grado de insaturacion del compuesto

organico.

Distancia horizontal entre dos crestas o valles

consecutivos de una onda.

Sustancia grasa sdélida a temperatura ambiente
obtenida del fruto de algunas plantas.

Sustancia grasa preparada por emulsién de agua y

manteca, mezclada con otros ingredientes y aditivos.

Oficina Guatemalteca de Acreditacion, su funcion
principal es aplicar y administrar la acreditacion en
todo el territorio nacional, con el fin de reconocer la
competencia técnica de los organismos en base a

normas nacionales e internacionales vigentes.
Fraccidn liquida del aceite de palma utilizada en
cantidades altas para produccion de aceites

vegetales.

Planta monocotiledonea de origen inicial africano

perteneciente a la familia de las Palmaceae.
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Punto de nube

TBHQ

Tocoferol

UV-VIS

Temperatura a la cual, en condiciones controladas, se
induce en la muestra una nubosidad causada por las

primeras etapas de cristalizacion.
Terbutil hidroquinona es un polvo cristalino de blanco
a bronceado, olor leve y soluble en agua. Utilizado

como antioxidante o estabilizador quimico.

Compuesto  organico  antioxidante liposoluble

ampliamente distribuido en la naturaleza.

Ultravioleta — visible.
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RESUMEN

Este informe presenta el disefio y la fundamentacion para la validacion
técnica de una metodologia espectrofotométrica alternativa de cuantificacién de
antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites vegetales; la
metodologia alternativa fue propuesta en el laboratorio fisicoquimico de una
empresa industrial guatemalteca refinadora de grasas y aceites comestibles. El
proyecto busca realizar la validacién para establecer que la metodologia es apta
para la determinacion de antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) y para

establecer resultados confiables y cuantificables.

Para alcanzar los objetivos planteados en este informe se llevé a cabo la
metodologia propuesta, la cual consiste en la utilizacion de un espectrofotometro
para determinar la cantidad de antioxidante que contiene una muestra de grasa
o aceite, haciendo reaccionar el antioxidante con dimetilamina (DMA). Con este
meétodo se buscaba construir una linea de relacion absorbancia — concentracion,
utilizada para la realizacion del analisis espectrofotométrico de muestras de
grasas y aceites que contienen antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) y medir
el equivalente de color estandar de las soluciones patron de terbutil hidroquinona
en metanol (CH40).

Por otro lado, para la determinacion de los parametros de validacion del
meétodo se realizo el procedimiento a un conjunto de 16 muestras de grasas y
aceites (mantecas, margarinas y aceites) producidos dentro de la empresa
refinadora. Estos con diferentes fracciones de oleina y estearina, asi como
también distintos tipos de aceites vegetales (aceite de palma, aceite de palmiste

y aceite de soya). Se evalu6 a cada uno los parametros de linealidad,
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selectividad, exactitud, repetibilidad, precision intermedia, robustez, limites de
deteccion y cuantificacion; ya que de esta manera podra ser posible la validacion
de la metodologia en base al documento otorgado por la Oficina Guatemalteca
de Acreditacion (OGA-GEC-016), el cual establece parametros para ser aceptado
por un proceso de acreditacion.

Finalmente, cada uno de los parametros evaluados determind que la
metodologia permite obtener resultados confiables y cuantificables. Por lo que
fue realizada su validacion y su implementacion en el laboratorio fisicoquimico de

la refineria guatemalteca de grasas y aceites vegetales.

La validacién de la metodologia alternativa para cuantificacion de terbutil
hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites se llevd a cabo en las condiciones
operatorias de temperatura y presion (20 °C y 0,89 atm) del laboratorio
fisicoquimico de la empresa, debido a que los instrumentos analiticos adecuados
para el desarrollo de esta técnica se encuentran en este laboratorio especifico.

En el siguiente documento se encuentra toda la informacion obtenida en la

experimentacion.
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OBJETIVOS

General

Validar una metodologia espectrofotométrica para la cuantificacion del
antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites vegetales para el
laboratorio fisicoquimico de una empresa refinadora de grasas y aceites en
Guatemala, mediante la evaluacion de los parametros de rendimiento del método

de acuerdo con la guia de validacion de métodos OGA-GEC-016.

Especificos

1. Determinar la linealidad y sensibilidad de la metodologia propuesta
mediante la caracterizacion de una grafica de absorbancia (AU) en funcion
de su concentracion (ppm) de terbutil hidroquinona (TBHQ).

2. Evaluar la precision de la metodologia, en condiciones de repetibilidad y
precision intermedia, utilizando muestras de distintos aceites y grasas

comestibles producidos dentro de la empresa.

3. Comprobar la exactitud de la metodologia a través del ensayo de
recuperacion para distintos aceites y grasas comestibles.

4. Establecer el limite de deteccion y el limite de cuantificacion de la
metodologia espectrofotométrica propuesta.
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5. Determinar la robustez de la metodologia mediante la evaluacion grafica

del comportamiento de los resultados al variar las condiciones de trabajo.
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HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion (Hi)

Es posible realizar la implementacion de una metodologia alternativa para
cuantificacion de antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites
mediante espectrofotdmetro, para su utilizacion en industrias refinadoras de

aceite de palma aceitera.
Hipotesis de investigacion nula (Ho)

No es posible realizar la implementacion de una metodologia alternativa
para cuantificacion de antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y

aceites mediante espectrofotometro, para su utilizacion en industrias refinadoras

de aceite de palma aceitera.
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INTRODUCCION

La validacion de las metodologias de ensayo dentro de un laboratorio es el
proceso que establece parametros de desempefio de la metodologia para cumplir
con requisitos particulares para un uso especifico previsto de los resultados del
ensayo, con el fin de que sean aceptados a nivel nacional, regional e

internacional.

Por lo tanto, la validacion forma parte importante para que un organismo
satisfaga necesidades del cliente, garantizando que los métodos utilizados por el

laboratorio sean apropiados para los ensayos o calibraciones que realiza.

Por ello, una validacién de ensayo es clave para lograr la inocuidad de los
productos y garantizar una alta calidad de los procesos productivos en una
empresa refinadora de aceites y grasas vegetales. Las normas de calidad en
laboratorios tienen como objetivo incrementar la competencia dentro de un
laboratorio para mejorar la eficacia de sus ensayos o muestreos y asi mismo

aumentar la calidad de los productos.

La cuantificacion de antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) es de suma
importancia, ya que el uso del antioxidante en el producto posibilita extender su
vida. Actualmente esta empresa productora de grasas y aceites cuenta con una
metodologia de determinacion de TBHQ, la cual proporciona resultados
netamente cualitativos pues se basa en el color desarrollado al hacer reaccionar
dimetilamina (DMA) con una muestra de aceite o grasa vegetal que contiene
antioxidante TBHQ.
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La técnica colorimétrica mencionada anteriormente puede ser empleada en
forma cuantitativa para determinar la cantidad exacta de antioxidante que posee
cada producto, mediante la aplicacion de técnicas analiticas, especificamente
espectrofotometria.

Los resultados proporcionados por esta metodologia alternativa seran mas
confiables debido a que su valor numérico indicara la concentracion exacta de
antioxidante y no sera un criterio aproximado unicamente. Estos resultados

conllevaran a incrementar la confianza en la calidad del producto producido.

En este proyecto de investigacion se identificaron los parametros por seguir
segun el reglamento de la Oficina Guatemalteca de Acreditaciéon (OGA-GEC-
016), los cuales son: linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
exactitud, precisidon intermedia, repetibilidad y sensibilidad; para cumplir con el
objetivo del proyecto detallado anteriormente.
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1. ANTECEDENTES

Los estudios realizados sobre la evolucion del complejo oleaginoso han
demostrado que es uno de los mas dinamicos a partir de los afnos setenta, siendo
también importante generador de exportaciones. En contraste con la evolucion
de la produccion industrial global del pais, la industria aceitera experimenté una

notable expansion durante los ultimos quince afios.

El notable aumento en la produccion de granos oleaginosos en el pais ha
sido una condicion importante para que una empresa agroindustrial guatemalteca
con 40 afios de experiencia y liderazgo en refinacion de grasas y aceites
vegetales de alta calidad sea apta para atender al mercado local.

Esta corporacion posee una planta de 100 toneladas métricas diarias de
refinacion y actualmente compite en el mercado mundial de grasas y aceites. La
integracion de la empresa desde las plantaciones de palma aceitera hasta el
producto ya terminado ha llevado a esta compania a diversificar sus lineas de
productos y los exhorta a exportar a otros paises de Centroamérica y el Caribe.

La empresa refinadora de grasas y aceites vegetales cuenta con varios
departamentos, en los cuales participan ejecutivos de mercadeo, desarrollo de
nuevos productos, gestion y aseguramiento de calidad, venta, logistica,
planificacion y produccion. Dichos departamentos han trabajado conjuntamente
por la innovacién constante de sus productos y empaques o envases que se

adapten a las demandas progresivas del mercado.



Para esto la compaiia cuenta con las instalaciones, equipos necesarios y
laboratorios que permiten llevar a cabo las pruebas especificas para cumplir con
los estandares de calidad, logrando asi que los productos sean lanzados

exitosamente.

En la ingenieria quimica se lleva a cabo el desarrollo de diversos analisis y
meétodos para la determinacion de compuestos presentes o productos a nivel
comercial e industrial. Algunos de estos son las grasas y aceites vegetales.
Durante los afnos de produccion se han desarrollado metodologias certificadas
para la cuantificacion de antioxidantes en los productos oleaginosos por su valor

en la produccion de aceites o grasas vegetales y alargar su tiempo de vida.

La Sociedad Americana de Quimicos de Aceite (AOCS, por sus siglas en
inglés), proporciona la norma Ce 6-86, la cual cubre una metodologia para la
determinacion de distintos antioxidantes en grasas y aceites utilizados en
industria alimenticia; procedimiento el cual hace uso de cromatografia liquida

para su cuantificacion.

La metodologia utilizada en la compafia actualmente para determinar
antioxidantes cualitativamente se rige por un método desarrollado por
estudiantes de la Universidad del Valle de Guatemala dentro de la empresa. El
cual consiste en utilizar dimetilamina (DMA) como indicador de fenoles del
antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ); por medio de la intensidad de la
coloracién se determina, a partir de patrones estandar, la cantidad aproximada o
presencia de dicho antioxidante.

Por otro lado, la metodologia anteriormente mencionada puede mejorarse
al utilizar espectrofotometria ultra violeta-visible para detectar la cantidad exacta
de antioxidante en la muestra de aceite o grasa vegetal. Como referencia a la



metodologia por validar, se toma el método de “Estimacion de terbutil
hidroquinona (TBHQ)"."

Cabe mencionar que para este estudio se analiza la cuantificacién de
terbutil hidroquinona (TBHQ) debido a que este antioxidante es el de mayor
estabilidad en grasas y aceites por encima del 3-terbutil hidroxianisol (BHA) y el
diterbutilhidroxitolueno (BHT).

Para que el método mencionado sea considerado apto para su aplicacion,
se realizan ciertos procedimientos para medir su eficacia, a esto se le llama
“Validacion de métodos” y se basa en el procedimiento de la guia
OGA-GEC-016.

La Oficina Guatemalteca de Acreditacion, OGA, desarrolla la guia “Politica
de Seleccion y Validacion de Métodos” en 2007. En esta se plantea una guia, con
el fin de que todo método seleccionado debe haber sido validado como parte de

su desarrollo.

Conjuntamente, como parte de la implementacion del método, el laboratorio
usuario debe verificar su desempeno en base a las especificaciones de la
validacién. La verificacion del método, unida a la cualificacion del equipo
involucrado, permite evaluar el desempefio del sistema completo y, por ende, su
confirmacion como meétodo apto para el fin previsto. Demostrando de esta

manera que el laboratorio usuario domina el método y lo usa correctamente.

Las referencias mencionadas anteriormente ayudan a comprender mejor

los criterios por tomar en cuenta en el proyecto ya que sirven como base para la

T RANGANNA, S. Analysis and Quality Control for Fruit and Vegetable Products.
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nueva validacion o validaciones que se lleven a cabo en un futuro dentro de la

empresa.



2. MARCO TEORICO

2.1. Validacion de métodos

Los métodos utilizados en un laboratorio de analisis quimicos han de ser
evaluados y sometidos a prueba para asegurarse de que producen unos
resultados validos y coherentes con el objetivo previsto, es decir, han de ser

aceptados.

Se podria decir que la validacion del método consiste en definir un requisito
y confirmar que el método de ensayo evaluado tiene capacidades de desempefio

consistes con lo que la aplicacion requiere.

Todos los métodos nuevos que se introduzcan en un laboratorio deben estar
ademas documentados, y todos los analistas que los vayan a utilizar han de
recibir una formacion adecuada y demostrar su competencia en su utilizacion

antes de empezar a actuar en casos concretos.

También necesitan una revalida, o al menos una verificacidn, los métodos
comercializados. Los procedimientos recomendados por los fabricantes han de
respetarse lo maximo posible. En caso contrario, si se introducen cambios
importantes, se necesitara una validaciéon completa. Si un método se modifica o
se aplica en una situacion nueva se necesitara una revalidacion o una
verificacion, segun el alcance de la modificacion y el caracter de la nueva

situacion.



Los métodos por validar pueden ser clasificados en diferentes formas, pero
para fines utiles de esta investigacion se clasificaran como métodos cualitativos

y cuantitativos.

La validacion o la verificacion de un método, ya sea cualitativo o cuantitativo,
se realizan mediante una serie de pruebas normalizadas y experimentales de las

gue se obtienen datos sobre su exactitud, precision, entre otras.

Los métodos cuantitativos de analisis exigen, para su validacion, que se

determine principalmente la siguiente serie de parametros que han de cumplirse:

. Sensibilidad

. Limite de deteccion

J Precision

. Linealidad y rango de trabajo
. Exactitud

. Limite de cuantificacion

. Robustez

21.1. Sensibilidad

Representa la menor concentracion detectable o medible. A partir de esta
es posible determinar los limites de deteccion y cuantificacion, influyendo en la
capacidad de determinar cualitativa y cuantitativamente el analito y diferenciar los
resultados positivos y negativos.

Determina la capacidad de la prueba de detectar el analito en la muestra

que se esta analizando.



2.1.2. Limite de deteccion

Es la concentracion minima de analito que puede ser detectada con un
determinado grado de incertidumbre. Es entonces la concentracion minima que
puede ser distinguida del ruido de fondo. Para estimar el limite de deteccion

pueden utilizarse métodos que dependan del analisis de especimenes en blanco.

2.1.3. Precision

Mide el grado de concordancia entre los resultados analiticos obtenidos de
una serie de mediciones repetidas del mismo analito realizadas en las
condiciones previstas en el método. La precision refleja los errores aleatorios que

se producen cuando se utiliza un método.

Las condiciones en que se mide la precisidon se dividen en: repetibles,
condiciones reproducibles o de precision intermedia. Para esta investigacion se

definira unicamente por fines utiles la repetibilidad y precision intermedia.

2.1.3.1. Repetibilidad

Esta condicidn existe cuando el mismo analista analiza idénticos objetos el
mismo dia, con el mismo método y con los mismos instrumentos, por ejemplo:
espectrofotometro UV-visible, o los mismos materiales y en el mismo laboratorio

de la empresa.
2.1.3.2. Precision intermedia
Esta es la medida de la precision de los resultados que se realiza utilizando

el mismo método a idénticos objetos de analisis, en el mismo laboratorio, pero

con diferente analista.



21.4. Linealidad y rango de trabajo

Se considera que un método es lineal cuando existe una relacion
directamente proporcional entre la respuesta obtenida cuando se aplica el

meétodo y la concentracion del analito en la matriz.

Se utiliza como criterio de la linealidad un coeficiente de correlacion (R)
elevado. El coeficiente de correlacion es el que indica el grado de relacion entre
la variable de concentracion Xy la variable Y de la curva de calibracion.

2.1.5. Exactitud

Es la medicidn de la diferencia entre los resultados previstos del analisis y
el valor de referencia aceptado, debido a un error sistematico del método y del
laboratorio. La exactitud se determina tedricamente utilizando material de
referencia certificado si es posible, métodos de referencia, estudios en

colaboracion o mediante comparacién con otros métodos.

2.1.6. Limite de cuantificacion

Se refiere a determinar la menor concentracion en la que un analito en la
muestra puede ser determinada con la exactitud y precision requeridas para el
meétodo en particular. Este valor puede ser la menor concentracién en la curva

del patrén.

21.7. Robustez

Es la determinacién de la capacidad del método para no verse afectado por
pequefas variaciones en las condiciones de trabajo. Esto se logra al considerar



todas aquellas condiciones que, durante el desarrollo del método, se observo que

pueden afectar los resultados.

Este parametro proporciona una indicacion de la fiabilidad del
procedimiento en un uso normal, optimiza el método analitico, para describir en

gué condiciones analiticas se pueden obtener resultados confiables.

Entre las condiciones analiticas que pueden afectar un método se pueden
mencionar: reactivos, tiempo de reaccion, temperatura, analista, cantidad de

analito de muestra, estabilidad de la muestra, entre oftras.

2.2, Politica de la Oficina Guatemalteca de Acreditacién, OGA-GEC-
016, para la seleccidén y validacion de métodos de ensayo

Los métodos de ensayo seleccionados sean estos normalizados, no
normalizados o desarrollados por el laboratorio, deben estar adecuadamente
validados y documentados, previo a su uso. Actualmente no existe una sola
fuente o autoridad reconocida a nivel internacional respecto de la validacion de

meétodos de ensayo.

El propdsito del documento es definir una politica para la seleccion vy
validacion de métodos de ensayo por ser aplicada por la OGA en la evaluacion
de los laboratorios que le soliciten su acreditacion, en evaluaciones de

seguimiento y reevaluaciones.

El reconocimiento formal de la competencia técnica de los laboratorios de
ensayo es uno de los principales objetivos de la OGA, con el fin de que los
resultados que estos organismos emitan sean aceptados a nivel nacional,

regional e internacional.



2.3. Seleccion de los métodos de ensayo

Es responsabilidad del laboratorio utilizar los métodos apropiados para el
proposito, segun el alcance requerido. Estos métodos pueden ser normalizados,
no normalizados o desarrollados por el laboratorio.

El laboratorio, de comun acuerdo con el cliente, puede seleccionar los
meétodos utilizando su criterio propio o utilizar aquellos métodos normalizados
vigentes en el pais. En caso de usar un método normalizado, se debe demostrar
gue este es la ultima edicidon, a menos que sea apropiado o posible el uso de una

version anterior del método.

Cuando el laboratorio utilice un método normalizado, debe establecer un
sistema para evaluar la factibilidad de implementar los posibles cambios
introducidos en las nuevas versiones del método, determinando las diferencias
en cuanto a equipo, formacion del personal, instalaciones y demas aspectos

necesarios para la ejecucion del ensayo.

2.3.1. Métodos normalizados

Estos son meétodos analiticos desarrollados por un organismo de
normalizacion u otro organismo reconocido cuyos metodos son generalmente

aceptados por el sector técnico al que corresponde.

“Las normas de calidad y regulaciones frecuentemente requieren el uso de
meétodos normalizados. A la vez, el uso de métodos normalizados es deseable
en situaciones en las que el método sera ampliamente utilizado; sin embargo,

algunas veces el laboratorio puede contar con un método propio mas adecuado
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para el propédsito. Los métodos normalizados deben ser utilizados por el

laboratorio exactamente como estan descritos”.?

2.3.2. Métodos no normalizados

Estos métodos analiticos son aquellos desarrollados por un tercero o un
método que ha sido adaptado por el laboratorio a partir de un método que se

encuentra ya normalizado.

24. Aceites y grasas comestibles

Aceite es un término utilizado para designar numerosos liquidos grasos de
origenes diversos que no se disuelven en el agua y que tienen menos densidad
que esta. Los aceites comestibles provienen tanto del reino animal como vegetal.
Los aceites y grasas vegetales comestibles son indispensables para mantener el
equilibrio de los lipidos, colesterol y lipoproteinas que circulan en la sangre, tienen
la capacidad de resaltar muchas de las caracteristicas sensoriales de los

alimentos, como el sabor, el aroma vy la textura.

Una persona debe consumir entre un 20 % y 30 % de las calorias totales
como grasas por dia. Esto es, para un adulto que necesita 2 000 kilocalorias por
jornada, se requieren entre 44 y 76 gramos de grasas y aceites. En el caso de un
nifo, se necesitan entre 26 y 40 gramos.

24.1. Clasificacion de los aceites

Pueden distinguirse dos tipos de aceite, los virgenes y los refinados. El

aceite virgen es extraido mediante prensado en frio conservando el sabor de la

2 OGA. OGA-GEC-016 Politica de seleccion y validacion de métodos de ensayo.
Guatemala. p.3
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fruta o semilla de la que son extraidos. Los principales aceites virgenes son los
de oliva y girasol, algunos de semillas como alazor, colza, soja, pepitas de uva,

de calabaza o de algunos frutos secos como la nuez, almendra y avellana.

Los aceites refinados son aquellos que se someten a un proceso de refinado
y desodorizado que permite obtener un aceite que responde a ciertos criterios.
Organolépticamente es de un sabor neutro, visualmente esta limpio y con un color
adecuado, ademas es seguro alimentariamente y permite una mejor
conservacion. Esta técnica se utiliza para modificar aceites que no son aptos
para el consumo humano y para aumentar la produccion de determinados
productos que, si fuesen sometidos a presion en frio para obtener un aceite

virgen, no resultarian rentables economicamente.

Entre los aceites obtenidos por este proceso de refinacidén se pueden

mencionar los aceites de girasol, maiz, soya, aguacate y palma.

2411. Aceite de palma aceitera

El aceite de palma es una grasa vegetal que se obtiene a partir de los frutos
y las semillas de la palma Guinea o palma de aceite. Esta palmera, Elaeis
Guineensis, pertenece a la familia palmaceas. Es una planta de hasta 20 m de
altura cuyo tronco termina en una corona de hojas pinnadas. Su area de
distribucién natural es la zona tropical del oeste de Africa, pero se ha aclimatado
en la region suroccidente y norte de Guatemala con condiciones fisicas similares.
Precisa suelos fértiles y estaciones lluviosas que produzcan inundaciones. La
importancia economica radica en sus frutos. Son frutas con hueso en las que,

tanto el pericarpio del fruto, como la semilla, son oleaginosos.
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El aceite de palma se obtiene normalmente por la decantacion del pericarpio
hervido en agua, aunque hay métodos industriales que facilitan la obtencion del
aceite también de la semilla. Es un aceite muy parecido al de coco. Su punto
de fusion elevado indica un contenido alto de acidos grasos saturados.

A nivel industrial se efectua un proceso de fraccionamiento del aceite de
palma refinado, blanqueado y desodorizado (palma RBD); del cual se obtienen
dos fracciones, una liquida denominada oleina y otra sdélida denominada
estearina. La oleina se produce en proporciéon mas abundante y es el éster del
acido oleico (trioleiato de glicerina), mientras que la estearina es el éster del acido
estearico (triestearato de glicerina).

El aceite obtenido de la palma africana tiene cuatro acidos grasos. Dos de ellos
son insaturados (acido oleico y linoleico), constituyen el 49 % del aceite y son
liquidos a temperatura ambiente. Los otros dos, palmitico y estearico constituyen
el 51 %, son acidos grasos saturados y solidos a temperatura ambiente.

2.4.1.2. Aceite de soya

La soya es una leguminosa que esta presente en la cadena alimenticia hace
mas de 2 000 afos. Ha sido un producto basico en la dieta asiatica y con el tiempo

se introdujo la soya en la dieta del resto del mundo.

El mismo se procesa por medio de limpieza, acondicionado, descascarado
y laminado. Seguido de ello se extrae el aceite de soya de las hojuelas, estas se
secan obteniendo hojuelas de soya desgrasadas las cuales son utilizadas para
harinas o proteina a base de soya. Por otro lado, el aceite extraido es de color
amarillento y abundante en acidos grasos poliinsaturados como omega 3 y
omega 6.
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2.41.3. Aceite de palmiste

El aceite de palmiste es extraido de la semilla del fruto de la palma aceitera.
Es un aceite muy estable, denominado como laurico por su alto contenido de este
acido graso, tiene un alto indice de saponificacion, por lo que es muy utilizado en
la industria quimica, principalmente para la elaboracion de jabones y cremas.
Representa entre un 3 a 6 % del peso fresco del racimo y es extraido
mecanicamente por el prensado de la semilla o por medio de solventes como el

hexano.

2.5. Descripcion de los procesos

Para llevar a cabo la produccion de aceites vegetales se necesita de un

conjunto de procesos industriales, los cuales se detallan como sigue:

2.51. Refinado

La refinacion de aceites comestibles tiene por objeto la eliminacion de los
compuestos indeseables presentes en los aceites crudos, ya sea por su
toxicidad, porque comunican caracteristicas de color, olor y sabor no agradables
al consumidor, o porque afectan a la estabilidad del producto.

Existen dos meétodos de refinacidn de aceites: refinacion quimica y
refinacion fisica. En la primera de ellas, todos los acidos junto con otras
impurezas son eliminados durante la etapa de neutralizacion mediante una
disolucion alcalina. Por su parte, la refinacidn fisica se caracteriza por la ausencia
de tal etapa, por lo que los acidos grasos libres son eliminados mediante un
proceso de destilacidén. Por ello, la refinacion fisica solo requiere tres etapas,

mientras que la refinacion quimica puede necesitar mas de seis.
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Figura 1. Esquema resumen de las lineas de proceso de refinacién

quimica y fisica

Aceite crudo
Refinacion
[ |
Quimica Fisica
¢ A
Desgomado
sgi Desgomado
Neutralizacion A
l Blanqueado
Blanqueado .
¢ Desodorizado
Desodorizado
»  Aceite refinado €

Fuente: BLANCO, Pilar. Disefio de una planta piloto de refinacién de aceites vegetales. p.25

La refinacidon fisica no siempre puede ser aplicable a cualquier tipo de
aceite. La eleccion final entre un modo de refinacion u otro depende
principalmente del contenido de impurezas y al contenido de acidos grasos libres.
En el caso del aceite crudo de soya, comunmente es refinado quimicamente, ya
que este posee un alto porcentaje de fosfatidos que lo hacen impropio para la

refinacion fisica.

Por otro lado, el aceite de palma por su bajo contenido de impurezas y su
alto grado de acidos grasos libres es refinado fisicamente.
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2.5.2. Blanqueado

Consiste en reducir los niveles de sustancias perjudiciales para la
estabilidad del aceite, como pigmentos, productos derivados de la oxidacion,

gomas, humedad, metales como hierro o cobre, y solidos en suspension.

Las gomas se acondicionan mezclandolas con una solucion de acido citrico.
Las materias colorantes e impurezas se remueven mezclando el aceite con tierra
de blanqueo en un tanque con sistema de agitacién y calefaccion minima de
95 °C, eliminando la presencia de aire por medio de vacio. La tierra se separa del
aceite por filtracion en un filtro hermético de hojas, a través de cuyas hojas el
aceite es filtrado y la tierra queda atrapada en la parte externa.

2.5.3. Desodorizado

La desodorizacion es la ultima etapa de refinacion y se caracteriza por
brindar el aceite de alta calidad. El objeto es la eliminacién de los componentes
mas volatiles en su mayoria aldehidos y cetonas, incluyendo acidos grasos libres,
glicerol, productos de oxidacion, esteroles, beta carotenos y otros, mediante

arrastre de vapor a altas temperaturas y vacio absoluto.

El proceso consiste en precalentar el aceite blanqueado con aceite ya
desodorizado en un intercambiador de calor. El aceite precalentado continua en
calentamiento con bajo vacio hasta la temperatura requerida para cumplir con las
condiciones de destilacion de los acidos grasos. En seguida, el aceite calentado
fluye hacia el desodorizador.

Dentro del desodorizador, el aceite permanece la cantidad de tiempo
necesaria para eliminar los olores y sabores indeseables, también para reducir el

contenido de acidos grasos hasta el nivel que se requiere.
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2.6. Propiedades fisicoquimicas

Para producir grasas y aceites industriales de buena calidad es necesario
cumplir con ciertos parametros fisicos y quimicos. Entre algunos de estos

parametros se pueden encontrar:

J Color

. Peréxido

. Acidez

. Punto de fusién

. Punto de nube

e indice de yodo

o Impurezas

. Concentracién de antioxidantes
. Porcentaje de sdélidos

e  Acidos saturados

e Acidos insaturados

2.7. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que protegen al aceite contra
los efectos devastadores de las reacciones de oxidacion. La mayoria de
antioxidantes para grasas y aceites se pueden clasificar por su origen natural o

sintético.

2.71. Tipos y estructuras de los antioxidantes

Los antioxidantes tienen como principios de accion el secuestro de radicales

libres, secuestro de oxigeno e inactivacion de peroxidos. Asi mismo, deben ser
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inodoros, e incoloros. Algunos de los antioxidantes mas utilizados son: terbutil
hidroquinona (TBHQ), 3-terbutil hidroxianisol (BHA), diterbutilhidroxitolueno
(BHT) los cuales son productos quimicos sintéticos y los tocoferoles de origen

natural.

El terbutil hidroquinona (TBHQ) es un polvo de color blanco, que exhibe un
destacado efecto estabilizador en las grasas insaturadas, en especial de los
aceites vegetales poli-insaturados. Posee una adecuada solubilidad en grasa y
aceites; y se puede mezclar con otros antioxidantes como el BHA para producir

formulas antioxidantes mas eficaces.

Figura 2. Estructura del terbutil hidroquinona (TBHQ)

OH
C(CHa)3

OH

Fuente: PATTERSON, H. Bleaching and Purifying Fats and Oils. p. 105.

2.7.2. Propiedades de los antioxidantes

Las principales propiedades de los antioxidantes en aceites y grasas son:

o Solubilidad: son solubles en aceite para poder homogenizar correctamente
dentro del mismo y no precipitar. Aquellos que son hidréfilos como el galato
de propilo y en menor grado como el terbutil hidroquinona (TBHQ) son
adecuados para sistemas con muy poca agua, como los aceites y grasas

puras.
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. Volatilidad y estabilidad térmica: deben poseer buena estabilidad térmica
puesto que las grasas y aceites son normalmente utilizados en procesos de
alta temperatura. Por ello no deben deteriorarse ante la accién del calor ni
deben tener alta volatilidad para que no escapen del aceite y este pierda la
proteccion brindada por el antioxidante. Los tocoferoles y el TBHQ poseen
mayor estabilidad térmica que el BHA y BHT, los cuales inician su
volatilizacion a 180 °C.

. Potencial de hidrégeno: en general los antioxidantes fendlicos tienen mas
caracter acido que basico, por o que son compatibles con productos con
pH menor de 7. Algunos, como el galato de propilo, tienden a inactivarse
en condiciones alcalinas como en las mantecas usadas para panaderia, que

son de naturaleza alcalina; para ello funcionan mejor el TBHQ, BHA y BHT.

2.7.3. Regulaciones en cuanto al uso de antioxidantes

La reglamentacion de la Food and Drug Administration (FDA) de Estados
Unidos y las normas alimentarias internacionales del Codex Alimentarius
permiten la utilizacion de TBHQ, o combinaciones de TBHQ con BHA, o BHT, o
ambos, para consumo humano en concentraciones de hasta 200 ppm

adicionados a una grasa o aceite.

Las formulaciones compuestas basandose en TBHQ, BHA y BHT imparten
menor estabilidad que una formulacion a base unicamente de TBHQ. Esto
significa que las mezclas de antioxidantes pueden ser empleadas para productos
gue no requieren de mucho tiempo de almacenamiento, lo cual hace que el
antioxidante TBHQ sea el mas adecuado para alimentos de procesamiento

industrial.
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2.8. Espectrofotometria

Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia
radiante que absorbe un sistema quimico en funcion de la longitud de onda de la
radiacion, y a las mediciones a una determinada longitud de onda. La teoria
ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de cuantos
de energia llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda esta asociada
con los fotones, cada uno de los cuales posee una cantidad definida de energia.

El espectrofotometro es un instrumento que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida

de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Puesto que el color presentado se encuentra en el rango colorimétrico entre
600 y 650 nm (color amarillo a naranja), se puede suponer que su mayor
absorcion se dara en el rango cercano al UV, entre 400 y 500 nm, pues un objeto
absorbe con mayor intensidad en el rango de su color complementario, en este

caso el azul y el violeta.
2.9. Ley de Beer — Lambert

En dptica, la ley de Beer-Lambert, también conocida como ley de Beer o ley
de Beer-Lambert-Bouguer es una relacion empirica que relaciona la absorcion de
luz con las propiedades del material atravesado.

29.1. Expresién de la Ley de Beer — Lambert

La ley de Beer-Lambert relaciona la intensidad de luz entrante en un medio
con la intensidad saliente después de que en dicho medio se produzca absorcién.
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La relacion entre ambas intensidades puede expresarse a través de las

siguientes relaciones:

o Para liquidos

t 10~&bC

Donde:

lt=la intensidad de luz saliente o transmitida por la muestra, cd

lo = la intensidad de luz incidente sobre la muestra o que proviene de la fuente,
cd

¢ = el coeficiente de absortividad molar, M-'cm-"!

b = la longitud de la trayectoria del haz de luz que atraviesa la muestra o el
espesor de la celda, cm

C = concentracion del absorbente en el medio, M

La relacién 1./1, se conoce como transmitancia T, y es la medida primaria
que se realiza en los instrumentos para medir la absorcién de luz por parte de

una muestra.

La luz absorbida seria I, — I;, es decir la diferencia entre la intensidad de la
luz incidente y la intensidad transmitida después de pasar a través de la muestra.

Cuando se toma el logaritmo decimal negativo de la relacion 1, /1,, entonces:

I
— log—t = —logT
Io

Esta relaciéon representa la cantidad de luz absorbida por la muestra, que
recibe el nombre de absorbancia (A). La ley de Beer-Lambert-Bouguer se puede

entonces escribir de las siguientes formas:
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I
I—t= 107%2¢ = —logT = ebc = A = €bC
0

La ley explica que hay una relacién exponencial entre la transmision de luz
a través de una sustancia y la concentracion de la sustancia, asi como también

entre la transmision y la longitud del cuerpo que la luz atraviesa.

2.9.2. Aplicaciéon de la Ley de Beer — Lambert

La aplicacion practica de la Ley de Beer es, que conociendo la absorbancia
de una sustancia podemos averiguar su concentracion y esto se puede lograr

mediante una curva de calibracion.

La curva de calibracion es la representacion grafica en un eje de
coordenadas de la absorbancia (eje de ordenadas) frente a la concentracion (eje
de abscisas). Se ensayan varias soluciones de concentracion conocida y se
determinan sus A, construyéndose la curva de calibrado, que es una recta. Una
vez ensayadas las soluciones problemas, su concentracion se averigua por

interpolacion de las A de las soluciones problema en la curva de calibracién.
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3.

3.1. Variables

DISENO METODOLOGICO

Las variables manipuladas y trabajadas durante la experimentacion fueron

las siguientes:

Tabla l. Descripcion de variables
g 2
] £ ) 5 s 2 5
o © o o o 2 =]
Parametros 3 ® 8 o £ = S
= g ¢>5 b= o 8_ Q
D o Q © [ 4
(&] § Qa c
Masa de muestra de G
aceite o grasa vegetal
Concentracion de
solucioén de color mg/L
estandar
Absorbancia N/A
Concentracion de
antioxidante TBHQ bpm
Tiempo de agitacién
de muestra de aceite y min
metanol
Concentracion de
solucién de %v/v
dimetilamina
Volumen de solucion L
de dimetilamina m
Volumen de extracto mL
de metanol
Volumen de metanol L
total utilizado m

Fuente: elaboracion propia.
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3.1.1. Variable de respuesta

Las variables de respuesta son los valores obtenidos de los parametros de

rendimiento para la validacién del método.

. Sensibilidad

. Linealidad

. Limite de deteccion

. Limite de cuantificacion
. Exactitud

. Precision intermedia

. Repetibilidad

J Robustez
3.2. Localizacion

La fase experimental de la investigacion se llevd a cabo en las instalaciones
del laboratorio fisicoquimico en el departamento de aseguramiento de calidad de
una empresa refinadora de aceites y grasas vegetales de Guatemala.
3.3. Delimitacion del campo de estudio

Se llevo a cabo la validacion de una metodologia espectrofotométrica para
la cuantificacion de antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites

vegetales a nivel laboratorio de analisis fisicoquimico.

o Fundamento del conocimiento: quimica analitica, quimica organica de

aceites y grasas, espectrofotometria.
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o Aplicacion de procedimiento experimental: espectrofotometria, analisis
estadistico.

. Ubicacion: area de espectrofotometria del laboratorio fisicoquimico en el
departamento de aseguramiento de calidad de una empresa refinadora de
aceites y grasas vegetales.

. Equipo: espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS
3.3.1. Obtencion de las muestras
Se realizd un total de 16 muestreos pertenecientes a diferentes tipos de

aceites o grasas vegetales producidos en la compafia guatemalteca. Las
muestras pueden desplegarse de la siguiente manera:

Tabla Il. Descripcion de la recoleccion de muestras
Producto por Cantidad de Tipo de producto Sub cantidad

evaluar muestras total

Oleina de palma — soya 2

Palma 1

Aceite 9 Soya 3

Oleina de palma 1

Oleina de palma - palma 2

Palma 4

Manteca 6 Palma - soya 1

Palmiste 1

Margarina 1 Palma 1

Fuente: elaboracion propia.
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3.4. Diseno de tratamientos

Se llevé a cabo un analisis de 16 muestras totales a distintos aceites y
grasas vegetal producidos dentro de la empresa. Cada una de dichas muestras
fue evaluada una cantidad de 3 veces, lo cual dara un total de tratamientos de
48.

3.5. Recursos humanos
Investigador: Mirka Joselyn Témaj de la Cruz
Asesor: Ing. Qco. Ronal Herrera
Analistas de laboratorio de Analista 1
aseguramiento de calidad: Analista 2

Analista 3

El personal de laboratorio involucrado en el desarrollo del método y el
investigador, fueron entrenados por parte del proveedor del espectrofotometro
Genesys 10S; entrenamiento con el cual el personal pudo cumplir con los
requerimientos del equipo y estuvo capacitado para realizar las mediciones
necesarias. Este entrenamiento se respaldd con un certificado.

Por otro lado, el investigador se encargd de capacitar al personal de
laboratorio con respecto al desarrollo de la metodologia, indicando asimismo
recomendaciones y acciones correctivas por aplicar en caso de obtener

resultados desviados.
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3.6. Recursos materiales

Los recursos materiales con los que se trabajo en el laboratorio

fisicoquimico para realizar la investigacion fueron los siguientes:

3.6.1. Materia prima

o Aceite de palma aceitera
. Aceite de soya

o Manteca de palma

o Manteca de palmiste

. Margarina de palma

3.6.2. Equipos auxiliares

. Plancha de calentamiento IKA C-MAG HS 10
o Campana de extraccion

. Agitador magnético

3.6.3. Instrumentos de medicioén

. Espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS (Anexo 1)
. Balanza electrénica Swiss Made ES 320A

o Pipetas volumétricas Tipo A de 5 mL

o Pipetas volumétricas Tipo A de 10 mL

o Balones aforados Tipo A de 100 mL

o Bureta digital Titrette Brand Tipo A de 50 mL

. Micropipetadores

27



3.6.4. Cristaleria

J Tubos de ensayo de 30 mL
o Celdas espectrofotométricas de 10 mm

. Matraz Erlenmeyer de 250 mL con tapon

3.6.5. Software de medicion y calculos

° Microsoft Excel Version 2013
° Minitab Version 17.2.1

3.6.6. Reactivos

. Dimetilamina (DMA) al 40 % en solucion con agua (H20)
. Metanol grado espectro, quimico organico.

° N-Butanol

3.6.7. Soluciones

. Solucion estandar de terbutil hidroquinona (TBHQ) en metanol, a distintas
concentraciones.

. Solucion de dimetilamina (DMA) al 25 % en agua.

3.7. Técnica cualitativa o cuantitativa

El método alternativo de determinacion de antioxidante en grasas y aceites
vegetales mediante la implementacion de una técnica espectrofotométrica
presenta resultados de caracter cuantitativo. El fin de esta es proporcionar
resultados cuantificables que pueden ser mas faciimente manejables y
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comparables con la metodologia cualitativa que actualmente se utiliza en el

laboratorio.

3.8. Recoleccion y ordenamiento de la informacién

Para la recoleccion de la informaciébn necesaria se propusieron los

siguientes procedimientos:

Realizar una curva de calibracion con soluciones de terbutil hidroquinona
(TBHQ) en metanol.

. Llevar a cabo la extraccion de terbutil hidroquinona de las grasas y aceites
seleccionados.

. Determinar la concentracion de antioxidante en la grasa o aceite, evaluando
la absorbancia del extracto con dimetilamina y n-butanol, utilizando el

espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS.

. Determinar los parametros de validacion utilizando los siguientes

procedimientos:

o  Comprobar la linealidad y sensibilidad de la metodologia evaluando la
curva de calibracion y el coeficiente de correlacion de Pearson (R) y el
coeficiente de determinacion (R?).

o Evaluar la repetibilidad de la metodologia efectuando una serie de
analisis sobre la muestra en las mismas condiciones operativas (un
mismo analista, mismos aparatos y reactivos, entre otros) en un mismo

laboratorio y en un tiempo corto.
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Evaluar la precision intermedia del método efectuando una serie de
analisis sobre las muestras con algunas condiciones operativas
distintas. (Diferentes analistas, distintos dias de trabajo, mismos
aparatos y reactivos) en un mismo laboratorio y en un tiempo mas

prolongado.

Comprobar la exactitud de la metodologia mediante el ensayo de
recuperacion, comparando resultados del método con relacion a

valores conocidos o verificados.

Determinar los limites de deteccion y cuantificacion, realizando un

analisis de la desviacion estandar y la media al valor del blanco.

Verificar la robustez para determinar la significancia de ciertas
variables para interferir con las medidas de antioxidante en cada
muestra, realizando variaciones de tiempo de agitacion, tiempos de

reposo y volumen de extracto de metanol utilizado.
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Figura 3. Curva de calibracién

Pesar 0.1g de TBHQ y diluir
en metanol aforando hasta
100mL

v

hasta 100mL.

.

Diluir 10mL de la solucion
anterior en metanol, aforando 17/ Solucion estandar

'§'§§§I§§1§§§§E

Pipetear alicuotas de la solucién
estandar en matraz erlenmeyer
para dar un rango de 100 a 1000
pg de TBHQ por alicuota, utilizar
micropipeteadores.

v

Afadir suficiente metanol para
dar un volumen total de 10mL.

v ﬂ

[Utilizar 10mL de metanol como
blanco en otro matraz
erlenmeyer.

.

Afadir 5mL de DMA al 25% en
cada erlenmeyer usando
pipeta volumétrica y mezclar
manualmente por 20
segundos.

.

Dejar reposar las soluciones.

No
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Continuacion de la figura 3.

Afadir 10ml de n-butanol a
cada matraz usando pipeta
volumétrica y mezclar
manualmente.

v

Ajustar la longitud de onda a
500nm.

v

Medir la absorbancia (A) del
blanco.

v

Medir la absorbancia (A) de
todas las soluciones.

v

Construir curva de calibracion.

Fin

Fuente. elaboracion propia.
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Figura 4. Extraccion de TBHQ de grasas y aceites

Preparar muestra de grasa o
aceite a analizar.
) Si Calentar hasta
¢Es grasa? T = 40°C
No

Pesar en un erlenmeyer 139 |
del aceite o0 grasa fundida.

v

Afadir 50mL de metanol
utilizando burrera digital.

v

Tapar el erlenmeyer con tapbn
de hule y mezclar con agitador rom = 400 - 600
magnético.

~g>

Dejar reposar la solucion
durante t = 15 min

Pipetear 7mL de exiracto de
metanol (fase superior) en un
tubo de ensayo.

O

Fuente: elaboracion propia.
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Figura5. Determinacion de concentracion de TBHQ

[ Afiadir 3mL de metanol al tubo
de ensayo con extracto de
metano para dar volumen total
de 10mL.

\ J

v

s Y

Utilizar 10mL de metanol
como blanco en otro tubo de
ensayo.

v

Afadir 5mL de DMA al 25% en
cada tubo.

v

Tapar los tubos y mezclar
manualmente durante 20
segundos.

v

Dejar reposar las soluciones. [«

No

Si

Afiadir 10ml de n-butanol a |
cada tubo usando pipeta
volumétrica y mezclar
manualmente.

v

Ajustar la longitud de onda a
500nm.
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Continuacion figura 5.

Medir la absorbancia (A) del
blanco.

.

Medir la absorbancia (A) de
todas las soluciones.

Donde: s A 4 - 2
CTBHQ:ConcentraCién de terbutil Calcular la Concen"acién de
hidroquinona, ppm TBHQ utilizando:
C=Concentracion segun la

absorbancia de la curva de _C Ve
calibracion, pg/alicuota Crang = Vﬂt_"m

Vmet= Volumen metanol usado para

mezclar la grasa, mL \

Vext= Volumen extracto utilizado, m
m= masa de muestra, g

Fuente: elaboracion propia.

El procedimiento de la figura 2 y 3 se efectu6é a 16 muestras de grasas y

aceites distintos, producidos en la empresa industrial del pais.
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Figura6. Evaluacion de linealidad y sensibilidad

Determinar el coeficiente de
correlacion (R) de la curva
de calibracion

v

Obtener la pendiente de la
curva de calibracion (m).

La metodologia NO es
exacta.

La metodologia es exacta.

Fuente: elaboracion propia.

La sensibilidad del método se determiné por medio de la pendiente (m) de

la curva de calibracion.
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Figura 7.

/ Analista No. 1 /L>

Obtener Crexa de 6 muestras
de grasa como se indica en
figura 5.

v

Realizar un total de 3
repeticiones

v

Obtener el promedio de cada
muestra (A).

v

Calcular la desviacion
estandar (o).

v

Determinar el coeficientede
variacion (CV)

&>

Evaluacion de repetibilidad de la metodologia

La metodologia no es
precisa en condiciones de
repetibilidad

en condiciones de
repetibilidad

Fuente: elaboracion propia.

La metodologia es precisa }‘

La repetibilidad se evalué también a los analistas No. 2 y 3.
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Figura 8.

Analista No. 1
2y3

/=

Obtener Crero de 6 muestras
de grasa como se indica en
figura 5.

v

Realizar un total de 3
repeticiones

v

Repetir los pasos anteriores
un dia distinto

v

Obtener el promedio de cada
muestra (A).

v

Calcular la desviacion
estandar (o).

v

Determinar el coeficientede
variacion (CV)

<G>

Si

La metodologia es precisa

Evaluacion de precision intermedia

La metodologia no es
precisa en condiciones de
precision intermedia.

en condiciones de precision (€

intermedia.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 9. Exactitud del método por ensayo de recuperacion

Cuag=concentracion Enviar 6 muestras de grasa
de TBHQ validada por a laboratorio externo para
laboratorio, ppm obtener Cuas

v

[Obtener CreHa de 6 muestras
de grasa como se indica en
figura 5.

v

Obtener el promedio de cada
muestra (A).

v

Calcular la desviacion
estandar (o).

.

Determinar el coeficiente de
variacién (CV)

v

Determinar el porcentaje de
recuperacion utilizando:

C
% Rec = #*100%

v

Definir el coeficiente de
variacion maximo que se
obtuvo (CVmax)

.

C

N
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Continuacion de figura 9.

(o

Y

Definir los rangos de
recuperacion aceptables
utilizando:

Rango = 100% + CVmax

v

J

Graficar las concentraciones
de TBHQ de laboratorio
externo y de ensayo.

.

\

Determinar el coeficiente de
correlacion (R) de la gréafica.

¢ %Rec se encuentra

No

dentro del rango?

No

La metodologia es exacta.

La metodologia NO es
exacta.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura10. Determinacion de limites de deteccién y cuantificacion

Medir la absorbancia de 16
muestras de blancos.

.

Realizar un total de 3
repeticiones

.

Obtener el promedio de cada
muestra (A).

v
Calcular la desviacion
estandar (o).

.

s %

Determinar la absorbancia
del limite de deteccion
utilizando:

Yw=A +30

\ J

.

'l )

Determinar la absorbancia
del limite de cuantificacion
utilizando:
Ywo=A+ 100

\ J

.

Definir el limite de deteccion
utilizando la ecuacion
definida en la
figura 5 y absorbancia (Y.p).

.

4 3

Definir el limite de
cuantificacion utilizando la
ecuacion definida en la
figura 5 y absorbancia (YLa).

~

Fuente: elaboracion propia.
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Figura11.  Evaluacién de robustez variando tiempo de agitacion

Pesar en un erlenmeyer 13g |
del aceite o grasa fundida.

v

Afadir 50mL de metanol
utilizando bureta digital

Tapar erlenmeyer con tapon

de hule y mezclar con <ﬁ/m-4°°°°°/

/n (min) = 7, 10, 15, 20/;’ unl?iompo.t =:l <
a -
Si

Dejar reposar la solucion
durante t = 15 min

Pipetear 7mL de extracto de
metanol (fase superior) en
tubo de ensayo.

v

Continuar con procedimiento
de figura 5 y medir
absorbancias (A) como se
indica.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 12. Evaluacion de robustez variando tiempo de reposo de

separacion de fases

Preparar muestra de grasa o
aceite a analizar

Si Calentar hasta
?
¢Es grasa? T = 40°C
No

Pesar en un erlenmeyer 13g |
del aceite o grasa fundida.

.

Afadir 50mL de metanol
utilizando bureta digital

.

'Teparedenmeyewonupon‘
»  de hule y mezclar con 1ﬁ/rpm=400-300 /
agitador magnético.

P

/\(min}=5. 10, 15, 20 /L> Dejardummr tla. n

Pipetear 7mL de extracto de
metanol (fase superior) en
tubo de ensayo.

.

Continuar con procedimiento
de figura 5 y medir
absorbancias (A) como se
indica.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13.  Evaluacion de robustez variando tiempo de reposo de

muestra con dimetilamina

Preparar muestra a analizar
como indica figura 5.

.

Afiadir 3mL de metanol al |
tubo de extracto de para dar
volumen total de 10mL.

v

Utilizar 10mL de metanol
como blanco en otro tubo.

.

Afadir 5SmL de DMA al 25%
en cada tubo de ensayo.

.

Tapar los tubos y mezclar
manualmente durante 20s.

.

) Dejar reposar las soluciones |
/ rin) = 16, 20, 25, SO/L» duranteunt=n

Afadir 10mL de n-butanol a
cada tubo y mezclar

.

Medir absorbancias (A) a
500nm de longitud de onda

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 14. Evaluaciéon de robustez variando volumen de extracto

u

Preparar muestra de grasa o
aceite a analizar
Si Calentar hasta
¢Es grasa? T=40°C
No
Pesar en un erlenmeyer 13g

del aceite o grasa fundida. |

v

Afiadir 50mL de metanol
utilizando bureta digital

v

Tapar erlenmeyer con tapon 1
de hule y mezclar con (ﬁ/ rpm = 400 - 600 /
agitador magnético.

T

Dejar reposar la solucion
durante t = 15min

Y

2 Se distinguen
2 fases?

Pipetear volumen n de 1
/ n(mL)=5,6,7,8 /Lb extracto de metanol (fase
| superior) en tubo de ensayo. |

Continuar con procedimiento |
de figura 5 y medir
concentraciones como se
indica.

Fuente: elaboracion propia.
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3.9. Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informaciéon

A continuacién, se presenta el formato de las tablas que se utilizaron para

recolectar la informacion obtenida en los experimentos de la investigacion.

Tabla lll. Formato de recoleccion de datos para la curva de calibracion

y parametros de linealidad y sensibilidad

Dilucion | Concentracion
(mL) (ug/alicuota)

0
100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000

Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3

OOl WIN|~|O

N
o

Fuente: elaboracion propia.

Tabla IV. Formato de recoleccién de datos de absorbancias para

determinacion de exactitud

No. De muestra
1 2 3 4 5 6

A1
A2
A3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla V. Formato de recoleccién de datos de absorbancias para

determinacién de limites de deteccidon y cuantificaciéon

No. Absorbancia de blancos
Muestra A1 A2 A2

O|IN O[O WOIN|~

©

N
o

—_
—_

N
N

N
w

Fuente: elaboracion propia.

Tabla VI. Formato de recoleccién de datos de absorbancias para

analisis de repetibilidad

No. No. Muestra

No. Analista Repeticion ” 2 3 4 5 5

N
WIN[2|WIN 2 W|IN|~

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIl.  Formato de recoleccién de datos de absorbancias para

analisis de precision intermedia

No. Dia |No. Analista No. No. Muestra
Repeticion 1 2 3 4 5 5

1

1 2

3

1

1 2 2
3

1

3 2

3

1

1 2

3

1

2 2 2
3

1

3 2

3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIll.  Formato de recoleccidén de datos de absorbancia para

evaluacién de robustez variando tiempo de agitacion

No. Tiempo agitacion (min)
Muestra 7 10 15 20
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fuente: elaboracion propia.

Tabla IX. Formato de recoleccién de datos de absorbancia para
evaluacién de robustez variando tiempo de reposo para
separacion de fase extracto

Absorbancia por tiempo reposo
MLE\cla%tra separacion de fases (min)
5 10 15 20
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Formato de recoleccion de datos para evaluacion de robustez
variando tiempo de reposo de extracto con solucion de

dimetilamina

Absorbancia por tiempo de reposo en
MLE\cla%tra solucién con DMA (min)
5 10 15 20
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XI. Formato de recoleccion de datos para evaluacion de robustez

variando volumen de extracto de metanol para ensayo

Absorbancia por volumen de extracto de
MLE\cla%tra metanol (mL)
5 6 7 8
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XIl.  Formato de recoleccion de datos de absorbancia para cada

tipo de muestra

Tipo No. Muestra A1 A2 A2
1

Aceite

O N[O~ WIN

11
12
13
14
15
Margarina 16

Manteca

Fuente: elaboracion propia.
3.10. Analisis estadistico

Se utilizé la estadistica descriptiva como herramienta para validar los

resultados obtenidos. Se presentan a continuacion los parametros empleados:

3.10.1. Media aritmética

Dado que se realizaron varias repeticiones del experimento, se tomo6 un
valor promedio de los valores de absorbancia obtenidos. La ecuacion utilizada es

la siguiente:
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Donde:
X = media aritmética
™, a;= sumatoria de valores

n = numero de datos

3.10.2. Desviacion estandar

Este parametro estadistico se utilizdé para evaluar el nivel de coincidencia
entre los resultados obtenidos de las diferentes repeticiones del experimento. La

ecuacion empleada es la siguiente:

Donde:
o = desviacién estandar
x = valor promedio
xi = valor de la muestra

N = nimero de datos

3.10.3. Coeficiente de variacion

Este parametro estadistico se utilizd para evaluar la relacion existente entre
la desviacion tipica de la muestra y su media. La ecuacién empleada es la

siguiente:
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o
CV=—=%+100%

Donde:
CV = coeficiente de variacion
o = desviacién estandar

x = valor promedio
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de linealidad y sensibilidad de la metodologia mediante
la caracterizacion de la absorbancia en funciéon de la concentracion
de terbutil hidroquinona (TBHQ)

A continuacion, se presenta la curva de calibracién obtenida con el
espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS, de la cual se determiné la linealidad
utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (R) y la sensibilidad del

meétodo mediante la pendiente de su linea de tendencia.

Figura 15. Curva de calibracién para determinacién de terbutil
hidroquinona (TBHQ)

1,2

Absorbancia

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Concentracién (pg/alicuota)

Fuente: elaboracién propia, con informacién del apéndice 6.
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Tabla Xlll.  Evaluacién de linealidad y sensibilidad mediante curva de

calibracion del método

Ecuacion lineal A=0,0011C-0,0764
Rango de linealidad 0 — 1 000 pg/alicuota
Coeficiente de correlacion de Pearson (R) 0,9989
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9978
Pendiente de la recta 0,011
Incerteza maxima de variable dependiente 0,001 A

Fuente: elaboracién propia, con informacioén de la figura 15.

4.2. Evaluacion de precision del método en condiciones de
repetibilidad y precisién intermedia

Se presentan los resultados de la evaluacién de precision del método
utilizando como herramienta el analisis de repetibilidad, estimado por separado a

tres diferentes analistas de laboratorio en un mismo dia.

Tabla XIV. Valores de repetibilidad por analista

No. Absorbancias por No. muestra

. Parametros de evaluacion
Analista 1 2 3 4 5 6

Absorbancia promedio (UA) 0,036 0,042 0,074 0,149 0,133 0,196

1 Desviacion estandar (UA) 0,00000 | 0,00047 | 0,00047 | 0,00047 | 0,00082 | 0,00082

Coeficiente de variacion (%) | 0,0000 | 1,1136 | 0,6399 | 0,3157 | 0,6139 | 0,4166

Absorbancia promedio (UA) 0,035 0,042 0,075 | 0,149 0,133 0,194

2 Desviacion estandar (UA) 0,00047 | 0,00082 | 0,00121 | 0,00082 | 0,00082 | 0,00243

Coeficiente de variacion (%) | 1,3598 | 1,9440 | 1,6214 | 0,5480 | 0,6139 | 1,2530

Absorbancia promedio (UA) 0,035 0,042 0,076 0,149 0,133 0,191

3 Desviacion estandar (UA) 0,00047 | 0,00094 | 0,00000 | 0,00094 | 0,00082 | 0,00047

Coeficiente de variacion (%) | 1,3598 | 2,2627 | 0,0000 | 0,6342 | 0,6139 | 0,2464

Fuente: elaboracién propia, con informacién del apéndice 10.
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Tabla XV. Desviacion estandar y coeficiente de variacién promedio por

analista

No. Desviacion estandar Coeficiente de
Analista (UA) variacion (%)
1 0,00051 0,51660
2 0,00109 1,22336
3 0,00061 0,85284

Fuente: elaboracioén propia, con informacién del apéndice 10.

Se presentan los resultados de la evaluacién de precision del método

utilizando como herramienta el analisis de precisién intermedia, realizado

mediante el desarrollo del método por parte de 3 analistas en 2 distintos dias de

la semana.

Tabla XVI.

Valores de precision intermedia

No. Muestra
1 2 3 4 5 6
Absorbancia media (UA) 0,035 | 0,042 | 0,075 | 0,149 | 0,134 | 0,193
Desviacién estandar (UA) |0,00088|0,00087 | 0,00117|0,00133|0,00147 | 0,00170
Coeficiente de variacion (%) | 2,4960 | 2,0842 | 1,5521 | 0,8929 | 1,0972 | 0,8822

Fuente: elaboracioén propia, con informacién del apéndice 10.
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4.3. Evaluacion de exactitud del

recuperacion

método mediante ensayo de

A continuacion, se presentan los resultados de la evaluacion de exactitud

del método, mediante la realizacion de un ensayo de recuperacion y su

aprobacion segun los criterios optimos.

Tabla XVII.

Rango menor de recuperacion (%) 90,949
Rango mayor de recuperacion (%) 109,051
Pendiente de recta =0,95

Criterios de aceptacion para parametro de exactitud

Fuente: elaboracioén propia, con informacién de inciso 2.1.1 de la Guia OGA-GEC-016.

Tabla XVIIl. Exactitud del método por ensayo de recuperaciéon

No. De muestra 1 2 3 4 5 6
Desviacion 0,00047 | 0,00094 | 0,00000 | 0,00082 | 0,00094 | 0,00047
estandar (UA)

Coeficiente de 13598 | 2,2627 | 0,0000 | 0,6139 | 0,6342 | 0,2464
variacion (%)

Concentracién 57,417 | 60,320 | 75221 | 108,054 | 115,140 | 138,431
validada (ppm)

Concentracionde | g5 478 | 58974 | 76,124 | 104,595 | 112,421 | 133.733
ensayo (ppm)

Porcentaje de 96,623 | 97,769 | 101,200 | 96,799 | 97,638 | 96,606
recuperacion (%)

Fuente: elaboracién propia, con informacién del apéndice 8.
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Figura 16. Relacion unitaria entre la cantidad de terbutil hidroquinona

de la muestra y la cantidad de TBHQ recuperada

150
140
130
120 |
110 S
100
90
80
70 .
60 ..o""
50

Recuperacion de Terbutil
Hidroquinona, ppm

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Concentracion de Terbutil Hidroquinona, ppm

Fuente: elaboracién propia, con informacion de la tabla XVIII.

Tabla XIX. Evaluacion de recuperacion mediante relacién unitaria de
Concentraciones de terbutil hidroquinona (TBHQ)

Ecuacién lineal y = 0,9565 x + 1,814
Rango de linealidad 0 — 140 ppm
Coeficiente de correlacion de Pearson (R) 0,99917
Coeficiente de determinacion (R?) 0,99835
Pendiente de la recta 0,9565

Fuente: elaboracioén propia, con informacioén de la figura 16.

4.4. Establecimiento de limites de deteccion y cuantificacion para la
metodologia espectrofotométrica

Se presentan los resultados obtenidos para los limites de deteccion y

cuantificacion, mediante mediciones de blancos.
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Tabla XX. Parametros de deteccién y cuantificaciéon de la metodologia

Limite de deteccion (ppm) 39,27

Limite de cuantificacion (ppm) 40,75

Fuente: elaboracién propia, con informacién del apéndice 9.

4.5. Evaluacion de robustez por medio de la variacion de las

condiciones de trabajo en el desarrollo de la metodologia

A continuacién, se presenta graficamente el comportamiento en los
resultados de la metodologia al realizar variaciones en las condiciones de trabajo.
Para la presentacion grafica se tomaron unicamente 3 muestras. Las
evaluaciones de robustez del total de 10 muestras se encuentran en el apéndice
11.

Figura 17. Comportamiento de absorbancia de muestras al variar
tiempo de agitacion de aceite o grasa con metanol
0,117

0,107

0,097 /

0,087

Absorbancia

0,077

0,067
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Tiempo de agitacién (min)

Fuente: elaboracién propia, con informacion del apéndice 11.
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Tabla XXI.

Evaluacioén de robustez por variacion de tiempo de agitaciéon

de aceite o grasa vegetal con metanol

Color | No. muestra | Rango de comportamiento con tendencia constante (min)
i 4 15-20
5 15-20
6 15-20

Figura 18.

Tabla XXII.

Fuente: elaboracioén propia, con informacién de la figura 17.

Comportamiento de absorbancia al variar tiempo de reposo

para separacion de fase de extracto de metanol

0,117

0,107

Absorbancia
o o
o o
o0 (o)
~ ~

0,077

0,067

5 10 15 20 25

Tiempo de reposo (min)

Fuente: elaboracién propia, con informacion del apéndice 11.

Evaluacion de robustez por variacién de tiempo de reposo

para separacion de fase de extracto de metanol

Color | No. muestra | Rango de comportamiento con tendencia constante (min)
H 4 5-20
5 5-20
6 5-20

Fuente: elaboracién propia, con informacioén de la figura 18.
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Figura 19.

Tabla XXIII.

Comportamiento de absorbancia de muestras al variar

tiempo de reposo de extracto de metanol con solucién

0,127
0,117
0,107
0,097

0,087

Abosorbancia

0,077
0,067

0,057
10

de dimetilamina (DMA)

—
® — ——

15 20 25 30 35

Tiempo de reposo (min)

Fuente: elaboracién propia, con informacion del apéndice 11.

Evaluacion de robustez por variacion de tiempo de reposo

de extracto de metanol con solucion de dimetilamina

Color | No. muestra | Rango de comportamiento con tendencia constante (min)
H 4 20-30
5 15-30
6 20-30

Fuente: elaboracién propia, con informacién de la figura 19.
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Figura20.  Comportamiento de concentracion de terbutil
hidroquinona (TBHQ) al variar volumen de

extracto de metanol utilizado en el analisis

100
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o— —0
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65
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Volumen de extracto de Metanol (mL)

Fuente: elaboracién propia, con informacion del apéndice 11.

Tabla XXIV. Evaluacién de robustez por variacion de volumen de

extracto de metanol utilizado para analisis

Color | No. muestra Rango de comportamiento con tendencia constante (mL)

4 6-8
5 6-8
6 6-8

Fuente: elaboracioén propia, con informacién de la figura 20.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En esta parte del trabajo se muestra la validacion de una metodologia
cuantitativa con el fin de lograr la aceptacion de los resultados dentro de la

empresa, mediante la evaluacion de los parametros de rendimiento del método.

La técnica colorimétrica de determinacion de antioxidante terbutil
hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites vegetales, puede emplearse
alternativamente para la cuantificacion mediante un procedimiento analitico

espectrofotométrico.

En base al objetivo general, se realizo |la obtener resultados validos, se
construyd la curva de calibracion de la figura 15. Para la cual se prepard una
serie de soluciones patrones de distintas concentraciones de terbutil
hidroquinona (TBHQ), leyéndose por triplicado (ver apéndice 6).

El rango de linealidad de esta grafica, es de 0 — 1 000 pg/alicuota segun la
tabla Xlll, permite obtener el intervalo de concentraciones en el cual los
resultados presentan una relacion lineal entre las absorbancias y la
concentracion. La linealidad determina la region de la curva de cuantificacion en
la que existe relacion directa entre la sefal instrumental y la concentracion del
analito. Se define que un método es lineal cuando presenta un coeficiente de
correlaciéon (R) > 0,99, por lo cual a través de la tabla Xlll se comprueba que la

metodologia es lineal debido al valor de 0,9989 del coeficiente R.

65



Por otro lado, la sensibilidad del método se pone en evidencia por medio de
la pendiente de la curva de calibracion en la figura 15. Se establece que cuanto
mayor es la pendiente, el método es mas sensible.> En la tabla XlIl se define
que la pendiente de la recta de la figura 15 es de 0,011, lo que indica que el
meétodo tiene la capacidad de distinguir con determinado nivel de confianza, dos

concentraciones proximas.

Seguido de ello se realizé la evaluacion de la precision de la metodologia,
la cual refleja la reproducibilidad de las medidas, es decir, la cercania entre los
resultados obtenidos entre si. Este es el grado de concordancia entre ensayos
independientes en condiciones estipuladas. Para ello se valord la precision en
condiciones de repetibilidad y precision intermedia.

Para la evaluacion de repetibilidad se realizaron tres ensayos, cada uno con
diferente analista. Esto con el fin de evaluar la desviacién de cada analista por
separado y asi recomendar al mas apto para el desarrollo de la metodologia.
Como se puede observar en la tabla X1V, se determiné el coeficiente de variacion
de las muestras. Los valores de coeficiente de variacion por debajo del 1,5 % en
este analisis son considerados aceptables, por ende, el método se califica como
preciso en condiciones de repetibilidad ya que el coeficiente de variacion global
de cada analista es menor al 1,5 % segun tabla XV.

Respecto de la evaluacion de precision intermedia, las determinaciones
fueron desarrolladas tres veces el mismo dia a través de tres diferentes analistas
del laboratorio. Se repitié este procedimiento nuevamente un dia distinto de la

semana, haciendo un total de dos dias de evaluaciones. En la tabla XVI se puede

3 RODRIGUEZ, Silvia., PELLERANO, Roberto., ROMERO, César. et al. Validacion de un
meétodo analitico para la determinacién de boro en muestras foliares de Citrus reticulata.
Tumbaga. 7,55-71. p. 62
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observar que los coeficientes de variacion mas altos que se obtuvieron tienen
valores de 2,4960 % y 2,0842 %. Sin embargo, los valores de coeficiente de
variacion por debajo del 2,5 % en analisis de precision intermedia son
considerados aceptables, por lo tanto, el método se califica como preciso en

condiciones de precision intermedia.

Por medio de la tabla XV se indica que el analista No. 1 es el mas apto para
el desarrollo de la metodologia espectrofotométrica para cuantificacion de
antioxidante, en caso de necesitar mas analistas, el No. 2 y No. 3 pueden

sustituirle por poseer coeficientes de variacion (CV) menores al 1,5 %.

Para definir si el método es apto para expresar resultados de concentracion
proximos al valor real de la muestra, se procedio a evaluar la exactitud del método
por medio de ensayos de recuperacidon. En estos ensayos se procedio a utilizar
seis muestras, cuya concentracion se valido por medio del método normalizado
de cromatografia liquida de alta resolucion a través de un laboratorio externo
certificado. Luego de ello las mismas muestras fueron evaluadas con la

metodologia espectrofotométrica, dando los resultados de la tabla XVIII.

Se utilizaron los criterios de evaluacion de la tabla XVII en la cual se define
que los resultados que se encuentren entre 90,9 % y 109,1 % estan dentro del
rango aceptable. Segun la tabla XVIIl los porcentajes minimo y maximo de
recuperacion obtenidos son 96,6 % y 101,2 %, indicando que el método de
cuantificacion espectrofotométrica da resultados aceptables.

Los resultados obtenidos en el ensayo de recuperacion fueron analizados

mediante la figura 16 de relacidn entre la cantidad de antioxidante segun método
normalizado (eje x) y la cantidad de antioxidante segun metodologia

67



espectrofotométrica (eje y). Se observd una escasa dispersion de los datos

obtenidos del ensayo de recuperacion.

Al graficar la respuesta del ensayo, la pendiente que se obtuvo fue de
0,9565 segun tabla XIX. Estando este valor dentro de los criterios de aceptacion
definidos en la tabla XVII. Después de verificar todos los criterios de exactitud, se
define que la metodologia de cuantificacion permite obtener resultados préximos
a la media de una serie de resultados obtenidos con el método al valor real.

Por otro lado, se determinaron limites de deteccidn y cuantificacion para la
metodologia por validar. El limite de deteccion se define como la concentracion
del analito que produce una respuesta con un factor de confianza tres veces
mayor que la desviacion estandar del blanco. Por ello se realizaron distintas
mediciones de blancos en el apéndice 8. Dando como resultado un limite de
deteccion de 39,27 ppm segun la tabla XX.

Con las mismas mediciones del apéndice 8 se determind el limite de
cuantificacion de la metodologia, que es la minima concentracion de analito que
puede ser cuantificada con un nivel aceptable de incertidumbre. En la tabla XX
se puede observar que el valor del limite de cuantificacion para esta metodologia
espectrofotométrica es de 40,75 ppm.

La robustez es una medida de la capacidad que tiene el método analitico
de permanecer inalterado por pequefas variaciones en el procedimiento del
meétodo. Con ello, es posible determinar qué variables son mas significativas en
el momento de desarrollar le metodologia y que, por lo tanto, deben ser
controladas.*

4 JURADO, José. Aplicacion de Microsoft Excel a la quimica analitica: validacion de
métodos analiticos p. 12.
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El objetivo de la robustez es describir en qué condiciones establecidas se
pueden obtener resultados confiables, de manera que el procedimiento funcione,
si se utiliza después de intervalos de tiempo largo o con pequefios cambios en la
rutina. Una metodologia es mas robusta cuanto menos dependa de una rutina

estricta.

Para evaluar la robustez de la metodologia de cuantificacion de antioxidante
se realizaron variaciones en las condiciones de trabajo, entre estas: el tiempo de
agitacion del aceite o grasa vegetal con metanol, el tiempo de reposo de la
muestra para separacion de fase extracto de metanol, el tiempo de reposo de
extracto de metanol con solucion de dimetilamina y el volumen de extracto de

metanol utilizado en el analisis.

La figura 17 muestra el comportamiento de las absorbancias al variar el
tiempo de agitacion de la muestra de aceite o grasa con metanol, esto para
extraer el antioxidante del aceite debido a su alta solubilidad en metanol. Tal
como se observa en la figura 17. El tiempo de agitacion es una variable que debe
controlarse en la metodologia ya que, en tiempos menores a 15 min, los
resultados no son confiables. En la tabla XXI se define que el comportamiento de
las absorbancias con tendencia constante inicia en los 15 min. Esto quiere decir
que a partir de los 15 minutos de agitacion los resultados son precisos y que no

tendran variaciones con tiempos de agitacion mayores a este.

En la figura 18 se presenta el comportamiento de las absorbancias al variar
el tiempo de reposo que se le da a la muestra para que la fase de extracto de
metanol se separe de la grasa. Como se observa en la figura 18, las absorbancias
tienden a ser constantes iniciando desde los 5 min de reposo indicados en tabla
XXII. Indicando que la variable del tiempo de reposo no es significante al
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momento de desarrollar la metodologia, por ende, los resultados seran proximos

a la realidad sin importar el tiempo que se dejen reposar la fase grasa y extracto.

Seguidamente se evalud el comportamiento de las absorbancias al variar el
tiempo de reposo del extracto de metanol con dimetilamina (DMA), cabe
mencionar que durante este tiempo de reposo se colorea la muestra debido a la
afinidad de la dimetilamina con los fenoles del antioxidante. Como se observa en
la figura 19, el tiempo de reposo es una variable que debe controlarse, ya que
cuando el tiempo es menor a 20 min la muestra no se colorea con la intensidad

adecuada, provocando lecturas incorrectas de absorbancia.

Segun la evaluacion de la tabla XXIIl en base a la figura 19 el tiempo con el
cual las lecturas de absorbancias no tendran lecturas erréneas es igual o mayor

a 20 min.

Finalmente, en la figura 20 se muestra el comportamiento de la
concentracion de antioxidante al realizar variaciones del volumen de extracto de
metanol utilizado en el analisis. Para verificar la robustez de este analisis se
utilizaron concentraciones y no absorbancias debido a que, a mayor volumen de
extracto, mayor intensidad de coloracion y, por ende, las lecturas de absorbancia
obtendrian diferencias. Por ello, para realizar un correcto analisis se utilizd la
concentracion de antioxidante debido a que al utilizar la ecuacién definida en la
figura 5, el volumen de extracto utilizado para analisis cambia el valor Vex de la

ecuacion.
Por medio de la tabla XXIV, se observa que al utilizar 6 mL de volumen

como minimo para el analisis, las mediciones dan concentraciones precisas,

mientras que, al utilizar volumen menor a este, la concentracion da como
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resultado un valor menor el cual es incorrecto. Por lo que el volumen de extracto

es una variable significante para el desarrollo de la metodologia.
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CONCLUSIONES

La metodologia de facil manejo y aplicacién para la cuantificacion de
antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en grasas y aceites vegetales,
presenta resultados confiables en base a la validacién realizada debido a
que cumple con todos los parametros de validacion solicitados en la
Politica de Seleccion y Validacion de métodos OGA-GEC-016.

La metodologia propuesta posee un comportamiento lineal debido al valor
de su coeficiente de correlacion de Pearson (R) igual a 0,9989. La
sensibilidad del método tiene un valor de 0,011, indicando que el método

es capaz de distinguir concentraciones proximas.

En los ensayos de repetibilidad los coeficientes de variacidon son menores
al 1,5 % y en el de precision intermedia fueron menores al 2,5 %,
exhibiendo la precision de la metodologia de cuantificacion.

El ensayo de recuperacion presenta resultados de recuperacién entre
90,9 % y 109,1 % y una pendiente en su caracterizacion igual a 0,9565,
definiendo la metodologia apta para demostrar resultados exactos.

Los limites de deteccion y cuantificacion de la metodologia

espectrofotométrica son 39,27 ppm y 40,75 ppm, respectivamente.

Se comprobd la robustez de la metodologia en cuanto al tiempo de reposo
de separacion de fase extracto de metanol. Las variaciones de tiempo de

agitacion de grasa con metanol, tiempo de reposo de extracto de metanol
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con dimetilamina (DMA), y volumen de extracto de metanol utilizado en
analisis si inciden en los resultados obtenidos a partir de un punto

especifico.
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RECOMENDACIONES

Implementar la metodologia espectrofotométrica de cuantificacion de
antioxidante terbutil hidroquinona (TBHQ) en el laboratorio fisicoquimico
de la empresa refinadora de grasas y aceites, segun el procedimiento

actual.

Realizar calibraciones trimestralmente al espectrofotdmetro Genesys

10S UV-VIS para asegurar la correcta medicién de absorbancias.

Designar al analista No. 1 para el desarrollo de la metodologia
espectrofotométrica para cuantificacion de antioxidante, en caso de
necesitar mas analistas, el No. 2 y No. 3 pueden sustituirle por poseer

coeficientes de variacion (CV) menores al 1,5 %.

Verificar que los analistas realicen la metodologia con los tiempos
indicados en el procedimiento debido a que son variables significativas

en los resultados de absorbancia.

Realizar la compra de mas celdas espectrofotométricas de 10mm para
aumentar la rapidez con la que se realizan las mediciones. Actualmente,

solo se tienen dos dentro del laboratorio.
Solicitar al proveedor del espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS el

software VISIONIlite para dejar registrada la curva de calibracion

desarrollada para el método y disminuir el error residual.
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Apéndice 1.

APENDICES

Tabla de requerimientos académicos

; - Tema e
Carrera Area Tema genérico o Especificacion
especifico
Estequiometria
Quimica 3
Reacciones quimicas
Quimica inorganica
Quimica 4 contentraciones
Grupos fendlicos
Quimica organica Organica 2

Licenciatura en
Ingenieria Quimica

Quimica

Operaciones
Unitarias

Ciencias basicas y
complementarias

Hidrogenacion

Fisicoquimica

Fisicoquimica 2

Espectrofotometria

Ley de Beer

Biologia

Lipidos

Grasas y aceites

Transferencia de

masa (1Q4)

Fraccionamiento

Fraccionamiento de
aceites

Procesos industriales

Refinacién

Refinacién de aceites

Matemdtica

Matematica basica 1

Ecuaciones lineales

(

/
/
N
/
N\

Estadistica

Estadistica 1

Estadistica
descriptiva

Estadistica 2

Analisis de
correlacién lineal
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Fuente: elaboracion propia.




Tabla de requerimientos académicos

Apéndice 2.

ion propia.

Fuente: elaborac
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Apéndice 3. Equipo de medicion espectrofotométrico Genesys 10S
UVv-viIS

Fuente. elaboracion propia.

Apéndice 4. Campana de extraccion

Fuente. elaboracion propia.
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Apéndice 5. Balanza electrénica ES 320A

Fuente. elaboracion propia.
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Apéndice 6. Absorbancia de solucion estandar de metanol en funcién
de la concentracién de terbutil hidroquinona para curva
de calibracién

Dilucién | Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
(mL) (ug/alicuota) 1 2 3 media
0 0 0 0 0 0
1 100 0,034 0,037 0,036 0,079
2 200 0,124 0,124 0,122 0,189
3 300 0,254 0,256 0,254 0,317
4 400 0,379 0,381 0,377 0,447
5 500 0,514 0,514 0,516 0,550
6 600 0,585 0,586 0,584 0,651
7 700 0,714 0,716 0,718 0,762
8 800 0,808 0,807 0,808 0,855
9 900 0,904 0,902 0,901 0,973
10 1000 1,045 1,044 1,044 1,044

e Repeticion No, 1

1,1

0,9 ) :
0,8 l

07 ’

06 .

0,5 .

Absorbancia

0,4
0,3

0,2

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Concentracion (ug/alicuota)
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Continuacion del apéndice 6.

Ecuacion de la curva A=0,011C-0,0674
Rango de linealidad 0 — 1 000 pg/alicuota
Coeficiente de correlacion 0,99745
Incerteza maxima de variable dependiente 0,001 A

Fuente. elaboracion propia.

e Repeticion No. 2

1,1
1

0,9 .

08 l

0,7 ’

06 .

0,5 .

Absorbancia

0,4
0,3

0,2 !
0,1 ’

)
0o~

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Concentracion (ug/alicuota)

Ecuacion de la curva A=0,011C-0,0709

Rango de linealidad 0 — 1 000 pg/alicuota

Coeficiente de correlacion 0,9975

Incerteza maxima de variable dependiente 0,001 A

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacion del apéndice 6.

e Repeticion No. 3

1,1

0,9 =)

0,6 .

Absorbancia

0,4
0,3
0,2

0,1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Concentracion (ug/alicuota)

Ecuacion de la curva A=0,011C-0,0724
Rango de linealidad 0 — 1 000 pg/alicuota
Coeficiente de correlacion 0,9973
Incerteza maxima de variable dependiente 0,001 A

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacion del apéndice 6.

e Repeticiones y curva promedio

1,2
1,1

0,9
S /

0,8
0,7 Pe
0,6 i
05

0,4 /
0,3 , /” !
0,2 /

0,1 /

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Concentracion (ug/alicuota)

Absorbancia

Ecuacion de la curva A=0,011C-0,0764
Rango de linealidad 0 — 1 000 pg/alicuota
Coeficiente de correlacion 0,9989
Incerteza maxima de variable dependiente 0,001 A

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7. Evaluacioén de la concentracion de terbutil hidroquinona

(TBHQ) en distintas grasas y aceites vegetales

Tipo ML:\'eZ'tra A1 A2 A2 A media | Crsna (ppm)
1 0,042 | 0,041 | 0,041 0,041 58,81
2 0,034 | 0,034 | 0,034 0,034 55,14
3 0,133 | 0,132 | 0,134 0,133 104,60
4 0,096 | 0,098 | 0,099 0,098 86,95
Aceite 5 0,075 | 0,077 | 0,076 0,076 76,12

6 0,114 | 0,112 | 0,115 0,114 94,94
7 0,068 | 0,068 | 0,067 0,068 71,96
8 0,149 | 0,148 | 0,148 0,148 112,25
9 0,114 | 0,112 | 0,112 0,113 94,44
10 0,072 | 0,076 | 0,072 0,073 74,79
11 0,182 | 0,183 | 0,183 0,183 129,40

Manteca 12 0,125 | 0,126 | 0,124 0,125 100,60
13 0,031 | 0,029 | 0,029 0,030 52,98
14 0,235 | 0,235 | 0,235 0,235 155,54
15 0,085 | 0,084 | 0,085 0,085 80,45

Margarina 16 0,227 0,225 | 0,225 0,226 150,88

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 8. Evaluacion de exactitud mediante ensayo de

recuperacion

o Criterios de aceptacion de porcentaje de recuperacion para valores de
exactitud

Criterios de aceptacion
Rango menor de 100-4CV 90.949
recuperacion (%) ’
Rango mayor de
recuperacion (%)

100+4CV | 109,051

° Valores de exactitud

No. De muestra

1 2 3 4 5 6
A1 0,034 0,041 0,076 0,133 0,148 0,192
A2 0,035 0,041 0,076 0,132 0,148 0,191
A3 0,035 0,043 0,076 0,134 0,150 0,191
A 0,035 0,042 0,076 0,133 0,149 0,191
o (AU) 0,00047 | 0,00094 | 0,00000 | 0,00082 | 0,00094 | 0,00047
CV (%) 1,3598 2,2627 0,0000 0,6139 0,6342 0,2464

CtsHq Validada

57,417 60,320 75221 | 108,054 | 115,140 | 138,431
(ppm)

CreHa de

55,478 58,974 76,124 104,595 | 112,421 | 133,733
ensayo (ppm)

Recuperacion

(%) 96,623 97,769 101,200 96,799 97,638 96,606

Cumplimiento

o VALIDO | VALIDO | VALIDO | VALIDO | VALIDO | VALIDO
de criterios

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 9. Evaluacion de limites de deteccién y cuantificacién

Absorbancia de blancos -
No. Muestra A AD AD A
0,000 0,003 0,000 0,001
0,001 0,002 0,000 0,001
0,000 0,001 0,002 0,001
0,000 0,001 0,001 0,001
0,000 0,002 0,002 0,001
0,001 0,001 0,000 0,001
0,000 0,002 0,001 0,001
0,000 0,000 0,000 0,000
0,001 0,001 0,000 0,001
0,002 0,000 0,001 0,001
0,000 0,002 0,001 0,001
0,002 0,001 0,000 0,001
0,001 0,000 0,000 0,000
0,003 0,000 0,001 0,001
0,001 0,003 0,001 0,002

olrlolInZole|w|Nlojlalsw| N~

16 0,002 0,003 0,000 0,002
Media de blanco (AU) 0,00096
Desviacion estandar (AU) 0,00042
Sensibilidad del método 0,0011
Yo (AU) 0,00223
Y.c (AU) 0,00519
Lo (ppm) 39,27
Lc (ppm) 40,75

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 10. Evaluacién del parametro de precisidén para validacion

de la metodologia

. Evaluacion de precision en condiciones de repetibilidad realizado a
3 analistas por separado el mismo dia.

No. Analista NO_- 5 Absorbancias por No. Muestra
Repeticion 1 2 3 4 5 6
1 0,036 0,043 0,074 0,149 0,134 0,197
1 2 0,036 0,042 0,074 0,149 0,132 0,195
3 0,036 0,042 0,073 0,150 0,133 0,196
A 0,036 0,042 0,074 0,149 0,133 0,196
o (AU) 0,00000 | 0,00047 | 0,00047 | 0,00047 | 0,00082 | 0,00082
CV (%) 0,0000 | 1,1136 | 0,6399 | 0,3157 | 0,6139 | 0,4166
Fuente: elaboracion propia.
. . Absorbancias por No. Muestra
No. Analista Rep'\(la?icién 1 5 3 B 4 5 5
1 0,035 0,041 0,075 0,148 0,133 0,193
2 2 0,035 0,042 0,076 0,149 0,134 0,191
3 0,034 0,043 0,077 0,148 0,133 0,193
A 0,035 0,042 0,075 0,149 0,133 0,194
o (AU) 0,00047 | 0,00082 | 0,00121 | 0,00082 | 0,00082 | 0,00243
CV (%) 1,3598 | 1,9440 | 1,6214 | 0,5480 | 0,6139 | 1,2530
Fuente: elaboracion propia.
No. Analista NO_- 5 Absorbancias por No. Muestra
Repeticion 1 2 3 4 5 6
1 0,034 0,041 0,076 0,148 0,133 0,192
3 2 0,035 0,041 0,076 0,148 0,132 0,191
3 0,035 0,043 0,076 0,150 0,134 0,191
A 0,035 0,042 0,075 0,149 0,133 0,194
o (AU) 0,00047 | 0,00082 | 0,00121 | 0,00082 | 0,00082 | 0,00243
CV (%) 1,3598 | 1,9440 | 1,6214 | 0,5480 | 0,6139 | 1,2530

Fuente: elaboracion propia.

90




Continuacion del apéndice 10.

3 analistas en dos distintos dias.

Evaluacion de precision en condiciones de precision intermedia realizado a

No. No. No. Absorbancias por No. Muestra
Dia | Analista| Rep 1 2 3 4 5 6

1 0,036 0,043 0,074 0,149 0,134 0,197

1 2 0,036 0,042 0,074 0,149 0,132 0,195

3 0,036 0,042 0,073 0,150 0,133 0,196

1 0,035 0,041 0,075 0,148 0,133 0,193

1 2 2 0,036 0,042 0,076 0,149 0,134 0,191
3 0,034 0,043 0,077 0,148 0,133 0,193

1 0,034 0,041 0,076 0,148 0,133 0,192

3 2 0,035 0,041 0,076 0,148 0,132 0,191

3 0,035 0,043 0,076 0,150 0,134 0,191

1 0,035 0,042 0,075 0,149 0,137 0,192

1 2 0,035 0,041 0,075 0,149 0,137 0,191

3 0,035 0,041 0,073 0,151 0,136 0,193

1 0,034 0,041 0,076 0,149 0,133 0,192

2 2 2 0,036 0,040 0,077 0,148 0,134 0,192
3 0,035 0,043 0,076 0,148 0,134 0,191

1 0,035 0,042 0,074 0,151 0,134 0,193

3 2 0,037 0,042 0,075 0,152 0,134 0,193

3 0,037 0,041 0,075 0,152 0,136 0,192

A 0,035 0,042 0,075 0,149 0,134 0,193

o (AU) 0,00088 | 0,00087 | 0,00117 | 0,00133 | 0,00147 | 0,00170
CV (%) 2,4960 2,0842 1,5521 | 0,8929 | 1,0972 | 0,8822

Fuente: elaboracion propia.

91




Apéndice 11.

Evaluacioén del parametro de robustez realizando

variaciones en la metodologia de trabajo

Valores de robustez al variar el tiempo de agitacion de la grasa o aceite con

metanol.
No. Tiempo agitacién (min -

Musstra 7 F;o : 15( ) 20 A o(AU) | CV (%)
1 0,035 0,039 0,041 0,042 0,039 0,00274 6,9626
2 0,03 0,033 0,034 0,034 0,033 0,00164 5,0057
3 0,125 0,129 0,133 0,132 0,130 0,00311 2,3988
4 0,090 0,096 0,098 0,099 0,096 0,00344 3,5958
5 0,071 0,073 0,076 0,076 0,074 0,00212 2,8666
6 0,109 0,112 0,114 0,114 0,112 0,00198 1,7644
7 0,062 0,067 0,068 0,068 0,066 0,00243 3,6762
8 0,143 0,146 0,148 0,148 0,146 0,00212 1,4496
9 0,108 0,113 0,113 0,115 0,112 0,00257 2,2875
10 0,068 0,071 0,073 0,072 0,071 0,00196 2,7618

Fuente: elaboracion propia.

o Valores de robustez al variar el tiempo de reposo de la muestra para la
separacion de la fase de extracto de metanol.
No Tiempo reposo separacién de fases i
Mues.tra (min) A o (AU) CV (%)
5 10 15 20
1 0,041 0,041 0,041 0,042 0,041 0,00041 0,9877
2 0,035 0,034 0,034 0,034 0,034 0,00043 1,2643
3 0,134 0,133 0,133 0,133 0,133 0,00043 0,3250
4 0,098 0,099 0,098 0,099 0,098 0,00060 0,6047
5 0,075 0,076 0,076 0,076 0,076 0,00043 0,5716
6 0,113 0,112 0,114 0,113 0,113 0,00060 0,5270
7 0,068 0,07 0,068 0,068 0,068 0,00092 1,3509
8 0,147 0,148 0,148 0,149 0,148 0,00072 0,4874
9 0,113 0,113 0,113 0,114 0,113 0,00050 0,4418
10 0,074 0,073 0,073 0,073 0,073 0,00041 0,5567

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacion del apéndice 11.

. Valores de robustez al variar el tiempo de reposo del extracto de metanol

con dimetilamina 25 %.

No Tiempo de reposo .solucic')n con DMA i

mues.tra (min) A o (AU) CV (%)
15 20 25 30

1 0,037 0,041 0,040 0,041 0,040 0,00171 4,2874
2 0,031 0,034 0,034 0,034 0,033 0,00130 3,9069
3 0,128 0,133 0,133 0,133 0,132 0,00217 1,6433
4 0,096 0,098 0,098 0,099 0,098 0,00108 1,1059
5 0,071 0,076 0,075 0,076 0,075 0,00206 2,7672
6 0,11 0,114 0,113 0,115 0,113 0,00183 1,6219
7 0,064 0,068 0,068 0,068 0,067 0,00169 2,5247
8 0,143 0,148 0,147 0,148 0,147 0,00213 1,4505
9 0,111 0,113 0,114 0,113 0,113 0,00108 0,9587
10 0,069 0,073 0,074 0,073 0,072 0,00196 2,7068

Fuente: elaboracion propia.

o Valores de robustez al variar volumen de extracto de metanol utilizado para

analisis.

Absorbancias por CrsHa (ppm) obtenidas segun
volumen de extracto de volumen de extracto de metanol AU cVv
metanol (mL) (mL) Croma | O (AU) (%)

5 6 7 8 5 6 7 8
0,007 | 0,025 | 0,041 | 0,058 | 58,322 | 59,091 | 58,81 | 58,741 | 58,740 | 0,27511|0,4683
0,001 (0,028 | 0,034 | 0,05 | 54,126 | 60,839 | 55,14 | 55,245 | 56,339 |2,63499 | 4,6771
0,07 10,103 {0,133 0,163 | 102,378 | 104,545 | 104,60 | 104,633 | 104,038 | 0,95903 | 0,9218
0,042 (0,073 |0,098 | 0,123 | 82,797 | 87,063 | 86,95 | 87,150 | 85,989 | 1,84433|2,1448
0,029 | 0,054 | 0,076 | 0,098 | 73,706 | 75,991 | 76,12 | 76,224 | 75,511 | 1,04531 | 1,3843
0,056 (0,087 | 0,114 | 0,141 | 92,587 | 95,221 | 94,94 | 95,017 | 94,441 | 1,07525|1,1385
0,021 (0,047 | 0,068 | 0,088 | 68,112 | 71,911 | 71,96 | 71,853 | 70,959 | 1,64449|2,3175
0,083(0,116|0,148| 0,18 | 111,469 |112,121|112,25| 112,063 | 111,977 | 0,30153 | 0,2693
0,056 | 0,086 | 0,113 | 0,14 | 92,587 | 94,639 | 94,44 | 94,580 | 94,061 | 0,85408 | 0,9080
0,027 | 0,052 | 0,073 | 0,095 | 72,308 | 74,825 | 74,79 | 74,913 | 74,209 | 1,09880 | 1,4807

Z
o

OO (N WIN|—~

N
o

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXOS

Anexo 1. Programa de calibracion de equipos para laboratorio
fisicoquimico
Equipo Balanza Esp,ectrofo— Bl.Jr.Eta Balanza Bl.Jr.Eta
tdmetro Digital Digital
Marca Swiss Made | Genesys Brand Swiss Made Brand
Modelo ES320A | 10SUV-VIS | Titrette ES 320A Titrette
Serie 4601281 | 2Isk102202 | 02G45931 | 4601281 | 02G45931
Capacidad 320g N.A. 50mL 320g 50mL
calibracién ene-18 feb-18 dic-17 marzo marzo
mayo mayo
Préxi julio julio
r?:m?, jun-18 jul-18 may-18 | septiembre | septiembre
calibracion noviembre | noviembre
Calibracion X X X
externa
Fahbraaon « «
interna

Fuente: Programa de calibracion de equipos, departamento de aseguramiento de calidad de

empresa de grasas y aceites vegetales.
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Anexo 2. Guia de validacién de métodos (OGA-GEC-016)

OGA-GEC-016
2007-01-29/ 1
Pagina 2 de 29
Politica de la Oficina Guatemalteca de Acreditacion (OGA)
Para la Seleccion y Validacion de Métodos de Ensayo

1 Preambulo

La utilizacion de métodos de ensayo, adecuados para el propdsito, permite obtener resultados
trazables con un nivel apropiado de incertidumbre; dichos resultados comtinmente son usados
como base para la toma de decisiones financieras, regulatorias, etc., relacionadas con el
desarrollo y fabricacion de productos, asi como con la prestacion de servicios y otras
actividades de importancia en las economias nacionales, regionales e internacionales.

Los métodos de ensayo seleccionados, sean éstos normalizados, no normalizados o
desarrollados por el laboratorio, deben estar adecuadamente validados y documentados,
previo a su uso. Debe mencionarse que actualmente no existe una sola fuente o autoridad
reconocida a nivel internacional respecto a la validacion de métodos de ensayo; por lo
anterior, aunque hay avances, aun no existe acuerdo unanime entre las diferentes disciplinas,
respecto a la interpretacion de algunos términos relacionados con el proceso de validacion y a
la aplicacion de los mismos.

2 Propésito

El proposito del presente documento es definir una politica para la seleccion y validacion de
métodos de ensayo a ser aplicada por la OGA en la evaluacion de los laboratorios que le
soliciten su acreditacion, en evaluaciones de seguimiento y re evaluaciones.

Esta politica es acorde a lo internacionalmente aceptado, y aplicado a nivel nacional, y por
ello facilitara establecer los Acuerdos de Reconocimiento con la Cooperacién Internacional
para la Acreditacion de Laboratorios (ILAC, por sus siglas en inglés), la Cooperacion
Interamericana de Acreditacion (IAAC, por sus siglas en inglés) y otras Cooperaciones
Regionales y Organismos Nacionales de Acreditacion.

3 Introduccién

El reconocimiento formal de la competencia técnica de los laboratorios de ensayo es uno de
los principales objetivos de la OGA, con el fin de que los resultados que estos organismos
emitan sean aceptados a nivel nacional, regional e internacional.

El contenido de la politica tratada en el presente documento es de caracter general y aplica a
las distintas disciplinas cubiertas por los laboratorios de ensayo. A modo de ejemplo, en la
seccion de Fundamentos, Anexo 2 de este documento, se incluyen algunas de las
interpretaciones y formas de aplicacion de los términos relacionados con la validacion y
verificacion de los métodos de ensayo, usuales en ciertas disciplinas.

Dada la situacion internacional descrita en el predmbulo, existen factores fuera del alcance de
la OGA que influyen en el desarrollo y la revision de su politica de seleccion y validacion de
los métodos de ensayo.

Los requisitos sobre la seleccion y validacion de los métodos de ensayo, que deben cumplir
los laboratorios, se exponen en el capitulo 5.4 Métodos de ensayo y calibracion y validacion

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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de métodos, de la Norma COGUANOR NTG ISO/IEC 17025 “Requisitos Generales para la
Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de Calibracion”.

4 Politica de la OGA sobre la seleccion y validacion de los métodos de ensayo

Es comun que para la determinacion de cierto analito en un tipo especifico de muestra haya
varios métodos analiticos disponibles, de origenes muy variados. Existen muchas entidades
nacionales e internacionales que publican métodos para los diferentes campos analiticos
(fisicos, quimicos y biologicos) y sus aplicaciones. El laboratorio usuario de la metodologia
debe evaluar los diferentes métodos disponibles y seleccionar aquel que mejor se adecue a las
necesidades y los recursos del caso.

El método seleccionado debe haber sido validado como parte de su desarrollo. Ademas,
como parte de la implementacion del método, el laboratorio usuario debe verificar su
desempefio contra las especificaciones de la validacion. La verificacion del método, unida a
la cualificacion del equipo involucrado, permite evaluar el desempefio del sistema completo y,
por ende, su adecuacion al propdsito del analisis, demostrando asi el laboratorio usuario que
domina el método y lo usa correctamente.

4.1 Seleccion de los Métodos de Ensayo

e Es responsabilidad del laboratorio utilizar los métodos apropiados para el
propdsito, segun el alcance requerido. Estos métodos pueden ser normalizados, no
normalizados o desarrollados por el propio laboratorio.

(Ver definiciones en Anexo 1)

e El laboratorio, de comun acuerdo con el cliente, puede seleccionar los métodos
utilizando su propio criterio o utilizar aquellos métodos normalizados vigentes en
el pais.

e Cuando el laboratorio utilice un método normalizado, debe demostrar que éste
corresponde a la ultima edicion, a menos que sea apropiado o posible el uso de una
version anterior del método.

e Cuando el laboratorio utilice un método normalizado, debe establecer un sistema
para evaluar la factibilidad de implementar los posibles cambios introducidos en
las nuevas versiones del método, determinando las diferencias en cuanto a equipo,
formacion del personal, instalaciones, y demas aspectos necesarios para la
ejecucion del ensayo.

4.1.1 Métodos Normalizados

Las normas de calidad y regulaciones frecuentemente requieren el uso de métodos
normalizados. A la vez, el uso de métodos normalizados es deseable en situaciones en las que
el método serd ampliamente utilizado; sin embargo, algunas veces el laboratorio puede contar
con un método propio mas adecuado para el proposito. Los métodos normalizados deben ser
utilizados por el laboratorio exactamente como estan descritos.

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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4.1.2 Métodos No Normalizados

Los métodos no normalizados deben estar apropiadamente validados para poder
utilizarlos, ya sean éstos desarrollados por un tercero o resultado de la modificacion de un
método normalizado. En el caso de modificaciones, es necesario demostrar que éstas no
tienen una repercusion sobre la calidad de los resultados.

La nota del numeral 5.4.4 de la Norma COGUANOR NTG ISO/IEC 17025, adoptada por
la OGA como un criterio de acreditacion para laboratorios de ensayo y calibracion,
establece que el laboratorio debe desarrollar un procedimiento de ensayo que incluya al
menos la siguiente informacion, previo a la utilizacion de un nuevo método:

o

O
o
O

o O

O
(@]
o

la identificacion apropiada;
el alcance;
la descripcion del tipo de objeto a ensayar o a calibrar;
los parametros o magnitudes a ser determinados y los rangos
correspondientes;
los aparatos y equipos, incluyendo los requisitos de desempeflo técnico;
los patrones de referencia y materiales de referencia requeridos;
las condiciones ambientales requeridas y cualquier periodo de
estabilizacion necesario;
la descripcion del procedimiento, incluyendo:
= la colocacion de marcas de identificacion, manejo, transporte,
almacenamiento y preparacion de items
= la verificacion a realizar antes de comenzar el trabajo
= la verificacion que el equipo estd trabajando apropiadamente y,
cuando sea necesario, ajustar y calibrar el equipo antes de cada uso
= el método de registro de las observaciones y los resultados
= las medidas de seguridad a observar
los criterios o requisitos para la aprobacion o el rechazo;
los datos a ser registrados y el método de analisis y presentacion;
la incertidumbre o el procedimiento para estimarla.

Ademas, la documentacion del método debe incluir las especificaciones
principales resultantes de la validacion.

4.1.3 Métodos Desarrollados por el Laboratorio

Cuando sea el caso, el laboratorio debe demostrar que tiene un plan en el que se
incluye la evaluacion de su capacidad en cuanto a personal, equipo y demas
recursos que le permitan desarrollar métodos propios.

Los métodos desarrollados por el laboratorio deben estar adecuadamente
validados, documentados y autorizados antes de su uso. Cuando sea posible, se
debe emplear material de referencia con una matriz equivalente a la de la muestra,
o bien debe utilizarse un método de ensayo normalizado alterno, preferiblemente
de diferente principio de medicion, para comparar los resultados. Estos métodos
deben cumplir al menos los mismos requisitos de documentacion indicados en el
numeral 4.1.2.

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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4.2 Validacion de los Métodos de Ensayo

En el disefio y desarrollo de métodos, la etapa de validacion consiste en el proceso de
examinar el método para determinar su conformidad con el uso previsto. La validacion
normalmente se lleva a cabo sobre la version final del método desarrollado, bajo
condiciones de operacion definidas; también puede ser necesario realizarla en etapas
previas del proceso de desarrollo. Si existen diferentes usos previstos para el método, se
deben llevar a cabo multiples validaciones. Los parametros de desempefio que se
recomienda incluir en la validacion y verificacion de diferentes métodos de ensayo pueden
ser, segiin el caso: exactitud, exactitud relativa, desviacion, desviacion positiva,
desviacion negativa, efecto matricial, repetibilidad, precision intermedia, reproducibilidad,
especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, rango, sensibilidad,
robustez y fortaleza (ruggedness), entre otras.

(Ver definiciones en Anexo 1)

La validacion de los métodos de ensayo debe reflejar las condiciones reales de la
aplicacion de los mismos. Esto puede conseguirse utilizando, por ejemplo, muestras
comerciales o preparadas en el laboratorio con un nivel conocido de la especie o analito de
interés. El analista debe estar consciente que una muestra preparada en la matriz de interés
solo imita parcialmente a una muestra real; no obstante, en muchos casos, ésta es la mejor
y la unica opcién disponible. La extension de la validacion depende del proposito del
ensayo y de las propiedades del método analitico en cuestion.

Cuando aplique, la validacion de un método debe incluir la estimacion de la incertidumbre
(ver OGA-GEC-015 Politica sobre Incertidumbre de Medicion para Laboratorios), y
ademas abarcar factores que determinan la desviacion (error sistematico) y la recuperacion
imperfecta (medicion de la recuperacion del analito con el que se haya enriquecido la
muestra, mediciéon de blancos, estudio de interferencias y efectos de matriz). Esta
estimacion también debe considerar aspectos como la homogeneidad y estabilidad de la
muestra.

Los laboratorios deben conservar los datos sobre la validacion de los sistemas de ensayo
comerciales (kits) que utilicen, de preferencia remitidos por los fabricantes. Al presentarse
el caso de no contar con los datos del fabricante, o no disponer de datos sobre validacion
generados por otra fuente, o si éstos no son plenamente aplicables, el laboratorio debera
desarrollar un procedimiento para calcular y evaluar los parametros de desempefio que
considere necesarios para asegurar la confiabilidad del sistema de ensayo comercial. Este
procedimiento de validacion puede incluir ejercicios de intercomparacion.

El laboratorio que desarrolla o modifica un método analitico, o la entidad que lo publica,
es responsable de su validacion, para con ello demostrar que se adecua al propodsito para el
cual fue disefiado. El laboratorio que implementa un método analitico es responsable de
verificar su desempefio contra las especificaciones de la validacion, tanto antes de ponerlo
en uso como durante su utilizaciéon rutinaria, para demostrar que lo domina y usa
correctamente.

A continuacion se especifica lo anterior, para el caso de los métodos normalizados, no
normalizados y desarrollados por el laboratorio usuario. (Ver, adicionalmente, las
recomendaciones para el procedimiento de validacion presentadas en el “Anexo 2.
Fundamentos y aplicaciones”).

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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Caso 1 - Método Normalizado:

El laboratorio que va a utilizar un método normalizado debe verificarlo contra sus
especificaciones de validacion, atendiendo los requisitos para el aseguramiento de la
calidad, y no necesita validarlo. Esta verificacion permite demostrar que el laboratorio
domina el ensayo y lo utiliza correctamente (el uso corresponde al propdsito para el que
fue desarrollado, con respecto a propiedad medida, matriz, rango, equipos utilizados,
repetibilidad, etc.).

En la mayoria de los casos se puede considerar que en el desarrollo de los métodos
normalizados se han tenido en cuenta todos los aspectos necesarios relativos a la
validacion. Al presentarse el caso de no haber evidencia suficiente para deducir que se ha
llevado a cabo una correcta validacion, el laboratorio usuario debera definir un
procedimiento para calcular y evaluar los pardmetros de desempeflo que considere
necesarios para asegurar la confiabilidad del método.

Caso 2 - Método No Normalizado:

El laboratorio que va a modificar un método normalizado debe revalidarlo para demostrar
que las especificaciones del método original no se ven afectadas por la modificacion
introducida. EIl nivel de revalidacion requerido aumenta conforme la magnitud de los
cambios realizados. Se consideran cambios menores, por ejemplo, la modificacion del
tamafio de la muestra y sustitucion de reactivos. Se considera cambio mayor, por ejemplo,
el cambio de procedimiento o equipo y cambios en el alcance (aplicacion a matrices que
no se especifican). Para demostrar que una version modificada de un método cumple las
mismas especificaciones que el método original, se deben realizar comparaciones
utilizando réplicas. El disefio experimental y el andlisis de los resultados deben ser
estadisticamente validos. El laboratorio usuario de un método normalizado modificado
debe verificarlo contra sus especificaciones originales, o de revalidacion, y asi demostrar
que domina el ensayo y lo utiliza correctamente

En el caso de métodos no normalizados, los terceros que los desarrollan son responsables
de incluir en dicho proceso la etapa de validacion, para demostrar que el método cumple
con los criterios de aceptacion adecuados para el propdsito de aplicacion; el laboratorio
usuario debe verificar el desempefio del método contra sus especificaciones de validacion
y asi demostrar que domina el ensayo y lo realiza correctamente.

Caso 3 - Método desarrollado por el laboratorio:

El laboratorio que desarrolla y utiliza sus propios métodos debe validarlos, para demostrar
que cumplen con los criterios de aceptacion adecuados para el propdsito de aplicacion.
Una vez esta en uso el método, el laboratorio debe verificar su desempefio contra los
parametros de validacion, para demostrar que sigue dominando el ensayo y lo realiza
correctamente.

4.3 Revision de los métodos de ensayo incluidos en el alcance

Para cada sector técnico, la alta direccion debe nombrar a una persona experimentada
como responsable de la revision de los métodos, con el fin de incluir modificaciones,

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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actualizaciones o desarrollar e implementar nuevos métodos. Como parte de la revision se
debe incluir, pero no circunscribirse a, lo indicado a continuacion.

Para confirmar que el método se ajusta al uso previsto en el laboratorio es
necesario determinar su desempefio (verificar) conforme una o una combinacion
de las siguientes técnicas, segun lo establecido en la nota 2 del numeral 5.4.5.2 de
la Norma COGUANOR NTG/ISO/IEC 17025, adoptada por la OGA como un
criterio de acreditacion para laboratorios de ensayo y calibracion:
o la calibracion utilizando patrones de referencia o materiales de referencia;
o la comparacion con resultados obtenidos por otros métodos;
o las comparaciones interlaboratorios (ver Politica Ensayos de Aptitud,
OGA-GAC-014);
o laevaluacion sistematica de los factores que influyen en el resultado;
o la evaluacion de la incertidumbre de los resultados basada en el
conocimiento cientifico de los principios teodricos del método y en la
experiencia practica.

Atn cuando se haya realizado la validacién del método, el laboratorio tendrd que
verificar periddicamente que se cumplen los parametros de desempefio
documentados por parte de la organizacion que lo desarrolld, modifico y/o publico.
Para esta verificacion el laboratorio puede utilizar, por ejemplo, muestras
inoculadas o materiales de referencia incorporados a las matrices mas
representativas. También tiene que tomar en cuenta los resultados obtenidos de las
auditorias internas y externas de sus sistemas de gestion, dejando registro de las
verificaciones.

La documentacion de la modificacion, actualizacion, validacion y verificacion del
método debe incluir registros de la determinacion de los parametros de desempeiio,
limitaciones de su aplicabilidad, procedimientos para control de calidad,
calibracion y control de documentos. Estos registros deben estar disponibles a
solicitud de los miembros del equipo evaluador durante las visitas en sitio, ya sea
de evaluacion para la acreditacion, seguimiento o reevaluacion.

Los procedimientos y responsabilidades para el desarrollo, validacion, verificacion
e implementacion de los métodos deben ser descritos en detalle dentro de la
documentacion del sistema de calidad del laboratorio. Los diagramas de flujo son
una herramienta para describir el procedimiento; para métodos complejos también
se pueden utilizar programas informaticos de gestion de procesos. El personal
responsable debe dejar establecidos los requisitos minimos de calidad antes de
empezar el proceso de validacion e implementacion del método, o mejor aun
establecerlos antes de comenzar todo el proceso de desarrollo.

Para ensayos acreditados, cuando el método es modificado, actualizado o sustituido por
uno nuevo, el caso debe ser analizado por la OGA, antes de que se pueda considerar
incluido dentro del alcance de la acreditacion, segin se indica en los documentos OGA-
PGE-006, Procedimiento General de Acreditacion y OGA-PEC-007, Procedimiento de
Acreditacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracion.

Todo documento impreso del sistema de calidad de la OGA es una copia no controlada.
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5 Vigencia y Revisiones
Esta politica entrara en vigencia seis meses después de su publicacion por parte de la OGA.

La OGA considera que esta politica necesitard ser revisada y actualizada, conforme su
aplicacion y las tendencias internacionales pertinentes.
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Fuente. Oficina Guatemalteca de Acreditacion. Guia técnica guatemalteca: politica de seleccion
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Anexo 3. Método oficial (Ce 6-86) de cuantificacion de antioxidante

COMMERCIAL FATS AND OIL

AOCS& Official Method Ce 6-86

Reappeoved 2017

Antioxidants, Liquid
Chromatographic Method

DEFINITION This method determines propyl gallate (PG), 2,4,5-trihydroxybutyrophenone (THBP), ters-butylhy-
droquinone (TBHQ), nordihydroguaiaretic acid (NDGA), 2- and 3-tere-butyl-4-hydroxyanisole (BHA),

2,6-di-ters-buryl-4-hydroxymethylphenol (Tonox-100), 2,6-di-sers-butyl-4-hydroxytoluene (BHT) in oils,
under the conditions of the test (see References, 1).

SCOPE  Applicable ro animal and vegetable fats and oils and shortenings. The antioxidants are dissolved in hexane, par-
titioned into acetonitrile (which is concentrated and diluted with isopropanol to give a 1:1, v/v, isopropanol-
acetonitrile solution) and then separated by reverse-phase gradient clution by HPLC and detected at 280 nm.

Note: It has been reported that crude canola oil can produce false positive results for TBHQ with this
method.

1. Gradient liquid chromatograph—equipped with 10 mv strip chart recorder, 20 ul sample loop injection valve, and
detector to measure absorbance at 280 nm.
2. Typical operating conditions—detector sensitivity, 0.05 AUFS; time constant, 0; temperature, ambient; flow rate,

2 mL/min.
3. HPLC column—suainless steel, 250 mm length, 46mmmd..pa(kcdmlh10pmlﬂmrbRP18{F.Mﬂck.
[hrnutadt.Gcmnyl.orqumlmt.ngmd if desired. Bascline scparation of all seven antioxidants

should be obtained as shown in
4. Pyrex™ beakers—30 and 150 m.
5. Separators—125 and 250 mL.?
6. Volumetric flasks—50 and 100 mL.
7. Round-bottomed flasks—250 mL.1

8. Graduared glass cylinders—with ground.-glass stoppers, 10 mL.

REAGENTS (see AOCS Laboratory Safety)
1. Solvents—distilled in glass, HPLC grade: acetonitrile, 2-propanol, and hexane.
2. HPLC mobile phase, HPLC-grade solvents, or equivalent—
(2) Distilled H,0, add 5% acetic acid.
(®) Acetonitrile, add 5% acetic acid.
(<) Ulc[l}nuspadbnt.fmmmtb}in{a)wIm(b)mmmia.ﬁ:llowdbyiminholdulm{b]ﬂ
2 mL/min.
(d) For test portion only, increase flow rate 1o 6 mL/min at 100% (b) for 5 min, or until nonpolar lipids are eluted.
(€) For test portions and standards, return to 30% (b) over 1 min at 2 mL/min, and let baseline, pressure, and
mobile-phase composition étabilize, requiring about 10 min.
(f) Run blank t (no injection).
(g) Peaks interfering with detection of any antioxidant should not be present. If small peaks that cannot be elimi-
nated are present, all relevant peak heights are to be corrected for interferences.
3. Antioxidants for standards—BHA (mixture of 2- and 3-isomers), BHT, TBHQ, lonox-100, THBP, and PG (avail-
able from Polyscience Corp., Niles, IL, USA); NDGA (Food Chemicals Codex Reference Standard), wqmnlem
4. Standard solutions—Refrigerate all antioxidant solutions out of direct light. Prepare all solutions with 2-prop
acetonitrile (1:1).
(a) Stock solution (1 mg/mL)—Accurately weigh and transfer 50 mg of each antioxidant into one 50 mL volu-
metric flask, dissolve, dilute to volume and mix.
(b) Standard solution (0.01 mg/mL; 10 pg/mL)—Pipet 1 mL stock solution into a 100 mL volumetric flask,
dilute to volume and mix.
5. Extracting solvents—Saturate hexane and acetonitrile by shaking together for 2 min and separate. Unless otherwise
specified, use these saturated solvents for the extraction below.

9
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Continuacion anexo 3.

COMMERCIAL FATS AND OIL
Ce 6-86 = Antioxidants, Liquid Chromatographic Method

PROCEDURE
1. Extraction of liquid oils—

(a) Accurately weigh about 20 g oil into a 50 mL beaker and quantitatively transfer to a 100 mL volumetric flask,
rinsing the beakers with hexane. Dilute to volume with hexane and mix.

() Pipet 25 mL aliquot into a 125 mL separator funnel and extract with three 50 mL portions of acetonitrile. 1f
emulsions form, break by holding scparator funnel under hot tap water 5-10 sec. Collect extracts in 250 mL
separator, and let combined extracts drain slowly into a 250 mL. round-bottomed flask to aid removal of
hexane-oil

Note—A this point, the 150 ml acetonitrile extract may be stored overnight under refrigeration.

(c) Evaporate acetonitrile extract to 34 mL using a flash evaporation with water bath at a temperature of no more
than 40°C. Evaporation should be completed in less than 10 min.

Note—Losses of TBHQ may occur if evaporation time is prolonged. Use an efficient vacuum source and
ice-water cooling to decrease evaporation time.

(d) Usinga pipet, transfer acctonitrile-oil droplet mixture to a 10 mL graduate. Rinse flask with small
portions of nonsaturated acetonitrile, and transfer rinsings to the graduate with a di pipet until 5 mL
is collected. Rinse disposable pipet, and continue to rinse flask with small portions of 2-propanol, transferring
all rinsings to the il exactly 10 mL is collected. Mix contents of the graduate.

Note—Avoid in analysis after preparing the test sample solution because loss of TBHQ may occur.
2. Extraction of lards or

(a) Accurarely weigh 10 g lard or shortening into a 150 mL beaker. Add approximately 30 mL hexane and dissolve

nmple.hmhgp!yifnmry.Dihnmwlmamlmh.Pipu!iml.d‘qumimnl!iml.upumr.
(b) Continue extractions as in Procedure, 1, (b).

3. Chromatography—

(a) Using a sample loop injection valve, inject, in duplicate, 20 uL of the prepared sample solutions onto the col-
umn, and solvent program as described in Reagents, 2. Inject 20 ul antioxidant standard solution, Reagents,
4, (b), and solvent program as described, before and after cach test portion. For test portion peaks off-scale,
quantitatively dilute the sample solution with 2-propanol + acetonirrile (1:1).

(b) Identify peaks by comparison with retention times of the standard.

gallate (available from Pfalez and Bauer, Inc., Stamford, CT, USA), if present, may coclute
with lonox-100, but can be separated with a H,O-methanol gradient as follows: 30% (c) (methanol with 5%
acetic acid) in (a) (H,O with 5% acetic acid) to 100% (c) over 10 min. If both lonox-100 and octyl gallate are
present, accurate quantitation may not be possible,

(c) Carry our reagent blank determination, substituting 25 mL hexane for hexane-oil. Continue extraction as
in Procedure, 1, (b). Inject 20 L reagent blank solution, and solvent program as described. Peaks interfer-
ing with determination of any antioxidant should not be present. Using blank chromatogram as a
guide to follow baseline, determine average peak height of antioxidant test from duplicate injections
(corrected for reagent and gradient blanks) and average peak height of antioxidant standard from duplicate
injections before and after sample (corrected for gradient blank).

CALCULATIONS
1. Calculate concentrations of antioxidant as follows:

RxC
R xW

Antioxidant, mg/kg =
Where— ‘
Rand R" « peak heights from samples and standard, respectively
C = concentration of standard in pg/mL

W = mass of sample in g/mL in 10 mL final extract
D = dilution factor if solution injection is diluted

METHOD PERFORMANCE
Average recovery (av rec); S, repeatability (within-laboratory) standard deviation; Sy, reproducibility (including repeat-
lbilily)mduddw’nﬂon:unfullw:(-nowdinh&mﬂ: S
1. Oils—
PG av rec at 19-201 mg/kg = 95%
(Sy = 3.3-7.6, St = 2.2-7.6)
Page 2 0f 4 Copyright © 2017 by the AOCS
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COMMERCIAL FATS AND OIL
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THBP  av rec at 20-201 mg/kg = 97%
(Sg = 1.3-6.5, St = 1.0-5.2)

TBHQ  av rec at 19-205 mg/kg = 98%
(Sg = 2.5-26.0, Sr = 1.5-9.5)

NDGA  av rec at 18-98 mg/kg = 97%
(Sg = 0.5-4.9, Sr = 0.3-4.7)

BHA av rec at 19-207 mg/kg = 99%
(Sy = 0.7-7.8, St = 0.4-6.5)

lonox-100 av rec at 20-217 mg/kg = 96%
(Sy = 0.7-14.7, St = 0.7-12.2)

BHT av rec at 20-210 mg/kg = 84%
(Sg = 0.9-5.2, Sr = 0.9-3.5)

2. Lard—

PG av rec at 37-101 mg/kg = 91%
(S = 1.6-4.0, Sr = 1.6-3.2)

THBP  av rec at 39-105 mg/kg = 92%
(Sg = 1.4-13.8, Sr = 1.4-7.2)

TBHQ  av rec ar 38-102 mg/kg = 92%
(Sg = 11.6-25.0, St = 6.0-7.7)

NDGA  av rec at 36-98 mg/kg = 93%
(S = 1.0-5.4, St = 1.0-2.6)

BHA  av recat 38-103 mg/kg = 97%
(Sg = 1.9-3.9, St = 1.9-2.5)

lonox-100av rec at 40-108 mg/kg = 95%
(Sy = 1.8-5.9, Sr= 1.2-4.8)

BHT  avrec at 39-105 mg/kg = 86%
(S = 1.0-5.6, Sr = 1.1-3.4)
NOTE

¥ Rinse all glassware with CHCI, (sce AOCS Laboratory Safety), acetone, and methyl alcohol, in that order, and blow dry
with nitrogen.

1. This method was adopted from Official Methods of Analysis, AOAC International, 16th ed., Vol. I, Gai
MD, 1995, Ch. 47, p. 2, Method 983.15 and Standard Method: for the Analysis of Oils, Fats and Derivatives,
International Union of Pure and Applied Chemistry, 7th edn., Blackwell Scientific Publications, 1987, IUPAC
Method 2.642.

2. From Page, B. D., /. Awoc. Off Anal. Chem. 66:729 (1983).

3. Horwirtz, W., lbid. 67432 (1984).
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FIGURE 1 mﬂmdmmmuud
each antioxidant. 1, PG; 2, THBP; 3, TBHQ; 4, NDGA; 5, BHA; 6, lonox-100; 7, BHT See
References, 2.

Fuente. American Oil Chemists Society. “Antioxidants-Liquid Chromatographic Method”. AOCS
Official Method Ce-6-86. EE.UU., lllinois: AOCS, 2009. 4 p.
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