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RESUMEN

La validacion de un método es un requisito importante para garantizar que los
laboratorios de ensayo emitan resultados confiables y reproducibles. La validacion
se realiz6 empleando la metodologia descrita por la AOAC 967.21 complementada
con la metodologia de (Ledezma - Gairaud, 2004), bajo norma ISO/IEC 17025. El
método desarrollado produce una respuesta lineal con un coeficiente de correlacion
r=0,999 para cada curva de calibracion, el LD igual a 0,0002 mg/ml y el LC igual a
0,007 mg/ml. El rango de trabajo comprende valores de 0,007 mg/ml hasta 0,1448
mg/ml para la concentracion de acido ascérbico que va desde 7,25 mg hasta 142,73
mg de vitamina C por cada 100 g de muestra. El coeficiente de variacién fue menor
al 2% para repetibilidad y reproducibilidad. El % de recuperabilidad se encontré en el
rango establecido para HPLC con un valor igual al 99,32 %. Los limites de
repetibilidad y reproducibilidad con valores de 2,16 mg/100g y 2,61 mg/100g de &cido
ascorbico respectivamente. La incertidumbre combinada del método para todos los
niveles de concentracion empleadas con un valor igual a +/- 0,95 y la incertidumbre
expandida con un valor igual a +/-1,91 expresado en unidades de mg de vitamina C
por cada 100 g de muestra; se empleé como criterio de aceptacion que el valor de la
incertidumbre sea menor al 30% del rango bajo dando como resultado para la
incertidumbre encontrada 26,31% cumpliendo de este modo con el objetivo de

validacién planteado.

Palabras claves: Vitamina C (acido ascérbico), Andlisis cuantitativo, Cromatografia

Liguida de alta eficacia, Laboratorio, Ecuachemlab Cia. Ltda.
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ABSTRACT

Validation of a method is an important requirement to ensure reliable and
reproducible results from test laboratories. Validation was performed using the
methodology described by AOAC 967.21, supplemented with the methodology
(Ledezma - Gairaud, 2004), under ISO / IEC 17025. The developed method
produces a linear response with a correlation coefficient r = 0.999 for each
curve Calibration, LD equal to 0.0002 mg / ml and LC equal to 0.007 mg / ml.
The working range comprises values from 0.007 mg / ml to 0.1448 mg / ml for
the concentration of ascorbic acid ranging from 7.25 mg to 142.73 mg of
vitamin C per 100 g of sample. The coefficient of variation was less than 2%
for repeatability and reproducibility. The% recoverability was found in the
range established for HPLC with a value equal to 99.32%. The limits of
repeatability and reproducibility with values of 2.16 mg / 100 g and 2.61 mg /
100 g of ascorbic acid, respectively. The combined uncertainty of the method
for all concentration levels employed with a value equal to +/- 0.95 and the
expanded uncertainty with a value equal to +/- 1.91 expressed in units of mg
of vitamin C per 100 g shows; It was used as an acceptance criterion that the
value of the uncertainty is less than 30% of the low range resulting in the

uncertainty found 26.31%, thus fulfilling the objective of validation.

Keywords: Vitamin C (ascorbic acid), Quantitative Analysis, High
Performance Liquid Chromatography, Laboratory, Ecuachemlab Cia. Ltda.
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INTRODUCCION

En la actualidad los laboratorios de ensayo no solo se ocupan de analizar si
un producto cumple o no con sus requisitos de calidad mediante la utilizacion
de métodos analiticos establecidos para cada uno de ellos, sino también se
esfuerzan para validar cada método analitico utilizado en el control de la
calidad de los productos (Diaz, y otros, 1998). Es asi que el Laboratorio
Ecuachemlab Cia. Ltda pretende desarrollar metodologias que cumplan con
las especificaciones de normativas tanto nacionales como internacionales en

todas las areas de analisis.

La validacion de métodos analiticos es un proceso mediante el cual se
establece que un método cumple con las caracteristicas de desempefio y los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas (Mufioz, 2009). El
resultado de la validacién es probar la aptitud de los métodos, documentar su

validez y cumplir con los estandares de calidad (Mufioz, 2009)

La cromatografia a través de la separaciéon de componentes de una mezcla
permite que estos sean detectados (Swadesh, 2000). La técnica de
cromatografia de gases se emplea con mas frecuencia para la determinacion
de vitaminas utilizando columnas de silice en fase normal y en fase reversa

columnas C18 (Sierra, Rojas, Cuadra, Sisa, & Castro, 2007)

La vitamina C es esencial para el correcto funcionamiento del cuerpo humano
debido a que es importante para la sintesis de colageno (FAO, 1998), es uno
de los agentes antioxidantes mas fuertes (Cameron, 1979), entre otros
beneficios, ademas su deficiencia produce escorbuto. Dicha vitamina al no ser
producida de forma natural por el cuerpo humano es necesario consumirla
dentro de la dieta diaria (Jane Higdon, 2006) o en suplementos vitaminicos.
Las frutas, verduras y sus derivados son las mejores fuentes de vitamina C.
El valor diario de ingesta de esta vitamina varia segun la edad y va desde los
40mg hasta los 120 mg, esto segun lo reportado por el National Institutes of
Health.



La deteccion de vitamina C se realiza mediante espectrometria de absorcion
molecular ultravioleta/visible que resulta, generalmente, de la excitacidn de los
electrones de enlace; como consecuencia, los picos de absorcion pueden
correlacionarse con los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio
(Skoog, Holler, & Nieman, 2001).

El presente trabajo tiene como finalidad validar una metodologia que permita
la cuantificacion de Acido Ascdrbico (Vitamina C) en alimentos procesados o
en materias primas en el Laboratorio Ecuachemlab Cia Ltda. El proceso de
validacion descrito en el presente trabajo se compone de los siguientes

pardmetros: linealidad, precision, exactitud e incertidumbre



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Tema

Validacion del método para la determinacion de Vitamina C (Acido Ascérbico)
en Alimentos por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) en el
Laboratorio Ecuachemlab Cia. Ltda.

1.2. Justificacion

El Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) basados en la norma NTE
INEN ISO/IEC 17025:2006 se encarga de verificar que los laboratorios de
calibracion y ensayo cumplan con esta norma para garantizar de esta forma
que los resultados emitidos sean fiables y confiables mediante la validacién
de los métodos sean estos estandarizados o desarrollados dentro del
laboratorio.

Ecuachemlab Cia. Ltda. es un laboratorio que brinda servicio de andlisis en el
campo alimenticio, farmacéutico, veterinario entre otros y que a través de la
acreditacion busca emitir resultados de alta calidad a sus clientes mediante
métodos analiticos previamente validados bajo la norma NTE INEN ISO/IEC
17025:2006 y conseguir de esta forma que los resultados entregados a ellos
cumplan con la normativa exigida por los organismos reguladores en el

Ecuador.

Un método debe validarse cuando se lo va aplicar a diferentes laboratorios,
instrumentacion y operadores (Eurachem, 2005), para demostrar de este
modo que se puede reproducir a las nuevas condiciones y circunstancias
establecidas, se debe realizar esto aun cuando se usan métodos
aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o publicados
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(Eurachem, 2005).

Respondiendo a las necesidades de las industrias del Ecuador el laboratorio
Ecuachemlab Cia. Ltda, coloca dentro de su alcance de acreditacion la
validacion del método para la cuantificacion de vitamina C por el método HPLC
en alimentos basandose en modificaciones realizadas al método (AOAC,
2005) y complementadas con la investigacion realizada por (Ledezma -

Gairaud, 2004). Razén por la cual se lleva a cabo el siguiente trabajo.

Se toman los mencionados métodos ya complementados debido a que estos
ya se encuentran probados y validados en dos laboratorios de ensayo en el
pais, por esta razon se busca probar que estos métodos funcionen
cumpliendo con la modalidad de trabajo del Laboratorio Ecuachemlab Cia.
Ltda.

Las vitaminas son un grupo de alimentos que forman parte de la dieta diaria
que se ingieren para poder completar la cantidad requerida por el organismo
o en el caso de la Vitamina C (Acido Ascorbico) que es necesario consumirla
porque el organismo no lo produce de forma autébnoma, para poder cuantificar
esta vitamina en los alimentos se ha visto necesario desarrollar, implementar
y validar una metodologia para la determinacién de la misma mediante

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

1.3. Objetivos

1.3.1. General

Validar el método para la determinacién de Vitamina C (Acido Ascorbico) en

Alimentos por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) en el Laboratorio

Ecuachemlab Cia. Ltda.



1.3.2. Especificos

Determinar Vitamina C (Acido Ascoérbico) en alimentos por HPLC
mediante modificaciones realizadas al método (AOAC, 2005) y
complementadas con el método realizado por (Ledezma - Gairaud,
2004).

Estimar la Incertidumbre de los resultados y los parametros de
validacion del método.

— Precision

— Exactitud y

— Linealidad

Implementar el procedimiento para la determinacion de Vitamina C
(Acido Ascorbico) por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Validacién de Métodos

En la actualidad los laboratorios de ensayo tienen como finalidad analizar si
un producto cumple o no con sus requisitos de calidad empleando métodos
analiticos establecidos para cada uno de ellos, sino también enfatizan su
esfuerzo en la validacién de estos métodos analiticos utilizado en el control

de la calidad de los productos (Diaz, y otros, 1998).

La validacion de un método analitico se basa en la determinacion de una serie
de parametros que se aplican de acuerdo con la categoria a la que
pertenezcan (Printing, 1990). Para la elaboracion de un nuevo producto es
necesario la utilizacion de métodos analiticos que permitan cuantificar el
producto en forma de materia prima o como principio activo de la formulacion

con un alto grado de confiabilidad (Rampazoo, 1990).

La validacion de un método es un requisito importante en la practica del
andlisis quimico. En el proceso de validacion del método esta4 supuesto que
los estudios desarrollados para determinar los parametros de desempefio se
realicen empleando equipos dentro de especificaciones, que estén trabajando
correctamente y que estén calibrados adecuadamente. Asimismo, el técnico
que realiza las pruebas debe ser competente en el area de trabajo en estudio
y tener conocimiento suficiente sobre aquello que realiza y encontrarse capaz
de tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras
avanza el estudio (Eurachem, 2005). El proceso de validacion permite el
conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del meétodo y
proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados al
aplicarlo (AEFI, 2001).



Para la validacion de métodos analiticos se tiene en cuanta los siguientes

parametros.

Limite de deteccidn

Se define como la concentracion menor del analito que puede detectarse con
un grado especificado de certeza aplicando un determinado método de

analisis (Mufioz, 2009).

Limite de cuantificacion

Es la concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un

nivel aceptable de precision, de repetibilidad y veracidad (Mufioz, 2009).

Rango de trabajo

Es el rango de concentraciones en el cual el método da resultados
proporcionales a la concentracién. El extremo superior de este rango de
concentracion es el valor hasta donde llega la respuesta lineal de la ecuacion

de regresiéon (Mufioz, 2009).

Exactitud

La exactitud expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La
validacion de un método busca cuantificar la exactitud probable de los
resultados evaluando tanto los efectos sistematicos como los aleatorios sobre
los resultados.

Normalmente, la exactitud se estudia en dos componentes: la “veracidad” y la

“precision”.



Veracidad

Es el grado de coincidencia entre el valor obtenido de una concentracién o
cantidad medida y el valor real de la misma. La veracidad se constituye en

una medida de error sisteméatico (Mufioz, 2009)

Precision

Se define en términos simples como el grado de concordancia mutua entre los
datos que se han obtenido de una misma forma. La precision constituye una

medida de error aleatorio (Mufioz, 2009).

2.1.2. Método para la determinacién de Acido Ascorbico

Existen diversos métodos y técnicas que nos permiten cuantificar a las
vitaminas, la cromatografia liquida es una de ellas ya que representa una de
las herramientas mas empleadas en los laboratorios analiticos, debido a que
permite el analisis de una gran variedad de moléculas de alto peso molecular,
elevado punto de ebullicién y termolébiles, propiedades que son de restriccion

para el uso de la cromatografia gaseosa (Froescheis, y otros, 2001).

Los métodos cromatograficos que hasta hoy se conocen estan limitados
porque la vitamina C se presenta naturalmente, en muchos alimentos, como
AA (acido L-ascorbico) y DHAA (&cido deshidroascorbico) y a menos que el
DHAA sea convertido a AA, los resultados obtenidos pueden ser bajos cuando

se analiza solo la forma reducida (Ledezma - Gairaud, 2004).

La HPLC con deteccidn de absorcion de radiacion ultravioleta y visible tienen
una gran aplicacién en identificacion y determinacién de una enorme cantidad
de especies inorganicas y organicas. Los métodos de absorcion molecular
ultravioleta/visible probablemente sean mas utilizados de entre todas las
técnicas de analisis cuantitativo en los laboratorios de ensayo en el mundo
(Skoog, Holler, & Nieman, 2001).



La deteccion de vitamina C se realiza mediante espectrometria de absorcion
molecular ultravioleta/visible, donde la absorcion de radiacion ultravioleta o
visible resulta, generalmente, de la excitacién de los electrones de enlace;
como consecuencia, los picos de absorcion pueden correlacionarse con los
tipos de enlaces de las especies objeto de estudio. La espectroscopia de
absorcion molecular es, por tanto, valida para identificar grupos funcionales
en una molécula, sin embargo, son las aplicaciones de la espectroscopia de
absorcidn ultravioleta y visible en la determinacién cuantitativa de compuestos

gue contienen grupos absorbentes (Skoog, Holler, & Nieman, 2001).

El método consiste en la extraccion del acido ascérbico (AA) con reactivos y
condiciones que eviten al maximo su deterioro. Esto se logra utilizando una
disolucidén extractora de acido metafosférico y acido acético (Ledezma -
Gairaud, 2004).

2.1.3. Importancia de las vitaminas

Dentro de los procesos metabdlicos que componen la nutricion de los seres
vivos las vitaminas son sustancias organicas trascendentales (Querelles,
2015) No aportan energia, puesto que no se utilizan como combustible, pero
sin ellas el organismo no es capaz de aprovechar los elementos constructivos
y energéticos suministrados por la alimentacion (Pico, Garcinufio Martinez,

Marcillo Ortega, & Vazquez Segura, 2013).

La vitamina C, o acido ascorbico, es un compuesto hidrosoluble de 6 atomos
de carbono relacionado con la glucosa. Su papel biolégico principal parece
ser el de actuar como cofactor en diversas reacciones enzimaticas que tienen
lugar en el organismo. El &cido ascorbico actia como coenzima de las
hidroxilasas de prolina y lisina, encargadas de hidroxilar la lisina y prolina en
el protocolageno, modificacion necesaria para que éste pueda formar los

enlaces cruzados para formar las fibrillas de colageno (Ciancaglini, 2001).



El 4cido ascorbico tiene como finalidad fortalecer el sistema inmunitario ya
que combate a los agentes virales (Hernandez, Pérez, & Castro, 2009).
Ademas, es un valioso agente antioxidante que aumenta la produccion de
colageno extracelular, importante para el funcionamiento adecuado de las

células inmunitarias (Cameron, 1979) (Hoffman, 1985).

La vitamina C o acido ascorbico es un nutriente esencial para la mayoria de
mamiferos y en algunas especies de pajaros y algunos peces (Mayores,
2011). ElI hombre en especial carece de la enzima que cataliza la etapa
terminal de la sintesis de acido ascorbico, la gulonolactona oxidasa, por lo que
debe adquirirlo a través de la alimentacion (Jane Higdon, 2006), siendo esta
la razén por la que en el hombre y en otras especies el acido ascoérbico

adquiere el caracter de vitamina.

La vitamina C es necesaria para la sintesis de colageno, un importante
componente estructural de los vasos sanguineos, tendones, ligamentos, y
huesos. La vitamina C, también desempefia un papel importante en la sintesis
de los neurotransmisores, la norepinefrina. Los neurotransmisores son
fundamentales para la funcion cerebral y se sabe que afectan el estado de
animo. Ademas, la vitamina C es necesaria para la sintesis de carnitina, una
pequefia molécula que es esencial para el transporte de grasa a organulos

celulares llamados mitocondrias, para la conversion a energia (FAO, 1998).

Otra de las funciones del AA, es la fijacién de oxigeno, cuando los alimentos
se embotellan o se enlatan estos contienen oxigeno, que podria reaccionar
con varias moléculas del alimento, provocando rancidez, pérdida de color,
entre otras caracteristicas; al agregar AA, este se fija o elimina el oxigeno
(Gutiérrez, Hoyos, & Paez, 2007).

Ademas, la fijacion de radicales libres y control del pardeamiento (Roig,

Rivera, & Kennedy, 1998), hacen que esta vitamina sea uno de los aditivos

mas empleados en la industrial de los alimentos.
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El AA, es conocido como una vitamina termolabil; varios autores (Johnson &
Braddock, 1995) (Vieira & Teixeira, 2000) han estudiado la cinética de
degradacion térmica en jugos y frutas naturales, bajo diferentes condiciones
de tratamiento; por ejemplo, la oxidacion del AA al acido dehidroascérbico y
dicetogulonico, hace que se pierda la actividad vitaminica, razon por la cual,
el seguimiento de la variacion en la concentracion del AA en alimentos, es
relevante para establecer los mecanismos que afectan su estabilidad y por

tanto influyen en el tiempo de vida Gtil de los mismos.

La estructura de la vitamina C se ve afectada por una serie de factores como:
la humedad, la luz, el aire, el calor, los iones metalicos como hierro y cobre,
el oxigeno y el medio alcalino. Tras su descomposicion bajo estas condiciones
se transforma facilmente en diferentes compuestos como son: el acido
oxalico, acido L-treénico, acido L-xilénico, &cido L-lixénico y acido
dehidroascorbico, y a su vez este ultimo se transforma irreversiblemente en
acido 2.3 diceto-L gluconico, el cual constituye su principal producto de

degradacion (Hernandez, Pérez, & Castro, 2009).

2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipotesis Nula

El método de determinacion de vitamina C (Acido Ascorbico) cumple con los

objetivos de validacién como indicativo de calidad del método.

2.2.2. Hipotesis Alternativa

El método de determinacion de vitamina C (Acido Ascorbico) no cumple con

los objetivos de validacion como indicativo de calidad del método.

2.2.3. Seflalamiento de variables de la hipoétesis
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Variable Independiente

Método por cromatografia liquida de alta eficacia HPLC

Variable Dependiente

Cuantificacion de vitamina C (Acido Ascdrbico) en alimentos
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Columna para HPLC C18 (25 x 4) mm 5 um MERCK LiChroC ART
Pipetas automaticas de 1y 10 ml (Oxford, USA)

Viales (Agilent ZORBAX, USA) para HPLC

Micro filtro poro 0,45 um (Amp ®)

Balones de aforo 25, 50, 200 y 500 ml

Embudos

Papel filtro

Pipetas volumétricas

Piseta

3.1.1 Equipos

HPLC (PerkinElmer serie 200, USA)

Software de analisis certificado version N2000 (Chromatografhy Data
System. SURWIT TECHNOLOGY INC. Hangzhou-China).

Deteccion UV/Visible (PerkinElmer serie 200, USA)

Equipo de Sistema de purificacion de agua MILLI Q-SYSTHESIS
Milipore SAS67120 MOISHEI (Merck, USA)

Balanza analitica (Mettler Toledo modelo AX 05, México)

pH- metro (HACH, modelo Sesion 3)

Ultrasonido (Spectrum, USA)

3.1.2. Reactivos

Fosfato mono basico de potasio (KH2POa), (LOBA Chemia, India)
Acido Metafosforico (LOBA Chemia, India)
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e Acido acético glacial concentrado (Merck, Alemania)

e Aguagrado |

e Estandar de Vitamina C (acido ascorbico), (CHEM SERVICE INC,
USA).

3.2. Metodologia

La metodologia que se empled para la consecucion del trabajo experimental
es el Método (AOAC, 2005) modificado, Método UV/Visible por HPLC
(Ledezma - Gairaud, 2004)

3.2.1. Preparacion de Reactivos

Preparacion de la fase mévil (KH2PO40,1M; Agua proporcion 90:10)

Para la preparacion de la solucién KH2PO40,1M se diluyeron 6,8 g de fosfato
monobasico de potasio en 300ml de agua desmineralizada, seguidamente se
coloco en el ultrasonido (Spectrum, USA) por un tiempo de 10 minutos o hasta
disolucidn total. La solucién fue retirada y a temperatura ambiente se llevé a
volumen final de 500 ml y ajustar el pH a 2,5 con &cido fosférico concentrado.
La fase mévil se prepar6 mezclando 450 ml de la solucién KH2PO4 con 50 ml
de agua desmineralizada en un frasco de tapa azul. Se llevé al ultrasonido por

10 minutos para desgasificar.

Preparacion de la solucidon extractora

La solucidon extractora es una mezcla de acido acético glacial y &cido
metafosférico. En un balén aforado de 200 ml, se agregaron 40 ml de acido
acético glacial y se llevo a volumen con agua desmineralizada. En un vaso de
precipitados se peso 15 g de acido metafosférico y diluyé con los 200 ml de la
solucion de acido acético glacial, se ultrasond hasta dilucion total. Se retird y
a temperatura ambiente se llevd a volumen final de 500 ml con agua
desmineralizada.
14



3.2.2. Preparacion de la curva de calibracion

3.2.2.1. Preparacion del estandar

En la balanza analitica (Metler Toledo, México) se pesé 25,4 mg de estandar
de acido ascérbico en un balon aforado de 50 ml; se afiadié 25 ml de solucion
extractora y se llevo a ultrasonido por 5 minutos hasta disolucion total. Se llevé
a volumen final con solucion extractora cuando estuvo a temperatura
ambiente. Con esta solucion se prepararon las cinco curvas de calibracion en

condiciones de reproducibilidad.

3.2.2.2. Preparacion de los Estandares

A partir de la solucion estandar de acido ascoérbico se tomaron 6 alicuotas de
0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 y se aforaron en balones de 25 ml con solucion
extractora. Se colocaron al ultrasonido por 5 minutos para posterior
microfiltracion en viales para finalmente ser leidas en el HPLC.

3.2.3. Preparacién de la muestra

Los cddigos de identificacion de los puntos de medicion empleadas (muestras

de referencia) se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Puntos de Medicidon

Codificacion Muestras/ MR
MR-10 Bio C
MR- 16 Cerelac
MR- 20 Pulp (néctar de durazno)
MR- 23 Pulpa de sandia

Nota: Identificacion de los puntos de medicién
ECUACHEMLAB, (2017)
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Los puntos de medicion se trataron de la siguiente manera:

En balones aforados de 50 ml limpios y secos, se pes6 MR-10 0,1 g; de MR-
16 y MR-20 2 g y de MR-23 3 g, a estos balones se les afiadio 25 ml de
solucién extractora y se llevo al ultrasonido por 10 minutos. Se retird y dejo
enfriar para posteriormente completar el volumen. Se filtr6 primeramente en
papel y seguido en microfiltros de poro 0,45 um para finalmente el filtrado

colocar en viales e inyectar en el HPLC.

3.2.4. Condiciones cromatograficas

Se coloco la columna (MERCK  LiChroC ART) dentro del termostato del
HPLC (PerkinElmer, USA) previo configurado a una temperatura de 30°C,
verificando que la direccion del flujo sea de derecha a izquierda. Posterior se
acondiciono el equipo y la columna bombeando fase movil, antes preparada,
a un flujo de 0,2 ml/min por 1 hora y a 1ml/min por 15 minutos mas. Se
detectaron cada una de las muestras a través del detector UV/visible
(PerkinElmer, USA) a una longitud de onda de 254nm. Finalmente se
colocaron los viales en el Automuestreador (PerkinElmer, USA) y se programo
para inyectar 5 pl con un tiempo de corrida de 5 minutos por muestra, el mismo
gue deberé coincidir con el programado en el software, esto debido a que el
tiempo de retencién de la vitamina C (acido ascorbico) es de 3 minutos

aproximadamente.

3.2.5. Obtencién del Cromatograma

El HPLC (PerkinElmer, USA) esta controlado por un Software de analisis
(Chromatography Data System, SURWIT TECHNOLOGY INC, Hangzhou-
China), el cual maneja las corridas por realizar y guarda automaticamente los
cromatogramas realizados, se debe iniciar el software al momento de
encender el equipo para comprobar la estabilizacion del equipo y programarlo
colocando el nombre con el cual se guardara el Cromatograma, por ejemplo
(29-11-20160001), el tiempo de corrida por muestra y la direccion del archivo
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en el cual se guardaran los cromatogramas en orden secuencial a las corridas

realizadas.

Posterior a esto se verificé que haya una linea base en el software y en el
Automuestreador se programo los nimeros de viales a analizar y el nUmero
de réplicas por vial que se realizara, una vez transcurrido el tiempo de cada

corrida el Cromatograma se guardara automaticamente.

Analisis e Interpretaciéon del Cromatograma

En el software Chromatography Data System, SURWIT TECHNOLOGY INC,
Hangzhou-China se crearon 5 curvas de calibracion cargando los
cromatogramas de forma individual colocando la concentracion exacta de
cada punto de la curva y por medio de linealidad el software determinara la

concentracion de acido ascorbico en mg/mL de solucién.
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1) Revision bibliografica de una serie de métodos analiticos que incluye revision en libros, papers y normas de validacion.

2) Las muestras de referencia se seleccionaron de acuerdo al alcance de validacién establecido. 7 mg/100g hasta 145mg/100g de muestra.

3) Se prepar6 fase movil a pH 2,5 de acuerdo a la metodologia de (Ledezma - Gairaud, 2004).

4) Se acondiciono el equipo y la columna bombeando fase movil, antes preparada, a un flujo de 0,2 ml/min por 1 hora y a 1ml/min por 15 minutos mas.
5) Se verificé que haya linea base, antes de empezar la deteccion, de no haber seguir bombeando fase mavil.

6) Se prepard solucion extractora con acido acético al 20% y acido metafosférico para la preparacion de las muestras de referencia y la curva de
calibracion.

7) Se elabor6 la curva de calibracion utilizando estandar certificado de Acido ascorbico

8) Se prepararon las muestras de referencia siguiendo la metodologia de (AOAC, 2005).

9) Se detectaron cada una de las muestras a través del detector UV/visible.

10) Los cromatogramas se obtuvieron de acuerdo a lo mencionado en los apartados 3.2.4y 3.2.5

11) La interpretacion de cromatogramas se realizé en el Software de analisis (Chromatography Data System, SURWIT TECHNOLOGY INC, Hangzhou-
China), provisto en el HPLC, donde se crearon las 5 curvas de calibracion y por medio de linealidad el software determinara la concentracion de acido
ascorbico en mg/mL de solucion.

Figura. 1 Flujograma del Proces
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3.3. Validacién del método

La validacion del método se realizd para una sola matriz alimentos, para el
desarrollo experimental se establecio un disefio de un solo factor
completamente aleatorizado (DCA) con cuatro niveles (muestras de referencia
MR) donde el nivel 1 corresponde al nivel mas bajo con una concentracion de
7,25 mg/100g de muestra y el nivel 4 el mas alto con una concentracion de
145 mg/100g demuestra. La respuesta experimental es la concentracion de
vitamina C expresada en mg de acido ascérbico/100 g muestra como se

menciona en la tabla 2.

Tabla 2 Puntos de medicion para la validacién

NIVELES
Descripcién Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3  Nivel 4
Puntos de Pulpa Pulp Cerelac BioC
medicion Sandia (néctar de
durazno)
Cédigo MR-25 MR-20 MR-16 MR-10
Concentracion
bibliografica 10 35 75 140
mg/100 g de
muestra

ECUACHEMLAB, 2017

3.4. Parametros de Validaciéon
Los parametros que se evaluaron para la validacion del método son:

linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, limites de repetibilidad y

reproducibilidad, precision, exactitud, rango de trabajo e incertidumbre.
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3.4.1. Linealidad

Se ejecutaron cinco curvas de calibracion siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 3.2.2 (Preparacion de la curva de calibracion). Se realizo la
estimacion de la ecuacion de la recta, bajo condiciones de reproducibilidad y
se determing el coeficiente de correlacion lineal el cual es considerado como
criterio de aceptabilidad cuando su valor es igual o superior a r=0,999. Se

empled la siguiente ecuacion para determinar la linealidad del método.

y=mx +b
Ec. 1

Dénde:

y=Area que representa cada estandar (u?)
x=Concentracion del estandar de &cido ascérbico (mg/ml)
m=Pendiente de la recta

b=Ordenada al origen

Se prepararon cinco estandares de vitamina C y analizaron por HPLC, como
funcién respuesta se obtuvieron las areas de cada estandar. En el anexo A se

muestran los cromatogramas obtenidos de la primera curva realizada.
Estos valores fueron utilizados para graficar la curva de calibracion cuyo

procedimiento se realizé durante 5 dias en condiciones de reproducibilidad y

asi se obtuvieron 5 curvas.
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Tabla 3 Modelo para la estimacion dela linealidad

Eje X Eje Y (Area u?)
Concentracion Curval Curva2 Curva3 Curva4 Curvab
Std Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
(mg/ml)
X1 Cil-Yl C2-Y1 C3-Y1 C4-Y1 C5-Y1
X2 C1-Y2 C2-Y2 C3-Y2 C4-Y2 C5-Y2
X3 C1-Y3 C2-Y3 C3-Y3 C4-Y3 C5-Y3
X4 C1-Y4 C2-Y4 C3-Y4 C4-Y4 C5-Y4
X5 C1-Y5 C2-Y5 C3-Y5 C4-Y5 C5-Y5

Para demostrar que las curvas de calibracion cumplen con la ecuacion de la
recta planteada (Ec.1) se calcularon los valores de la ordenada al origen (b),

la pendiente (m) y el coeficiente de correlacion (r) el cual fue superior a 0,999.

Complementario a esto se utilizo el método de minimos cuadrados, este busca
confirmar que la suma de los cuadrados de las distancias verticales entre cada
punto experimental y la curva de calibracibn sea minima o tienda a cero
(Miller, 2008), asegurando confiabilidad estadistica y exactitud de las curvas
realizadas. Este método proporciona valores de: pendiente [Ec.2], ordenada
en el origen [Ec.3], coeficiente de correlacion lineal [Ec.4], desviacidn estandar
de la pendiente [Ec.5], desviacion estandar de la ordenada [Ec.6] y error tipo
[Ec.7].

e (xi =) (yi —y)
i1 (xi — x)?

Ec. 2

Ec. 3
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Dénde:

= ?:1(9“.—9?)(3’1._)7)
\/Z?=1(Xi — %)% Yo, (vi—y)?

Ec.4
\/Z(yi —y)?* = [m; Y(xi — %)?]
Sm = —
JEGd — )2
Ec.5
. jmi—y)z — [m? %,(xi — )?]
b~ n—2 ¥
Ec. 6
¢ - Yi—y)?—[m2X(xi —x)?]
yx - n-—2
Ec. 7

x= datos de concentracion

y= datos de area

X

y

media de datos de concentracion

media de datos de area

m= pendiente

n= ndmero de datos

3.4.2. Limite de Deteccién (LD)

Mediante una serie de diluciones se identifico la concentracion mas baja de

analito que puede ser detectada de forma confiable por el método (Duffau, y
otros, 2010).
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Segun la Guia de Validacion (Eurachem, 2005) el LD es igual a 3 veces la
desviacion estandar.
LD = 3(s)
Ec.8

Dénde:

LD= Limite de deteccion

s= desviacién estandar (promedio del ruido generado)

Para expresar dicha area en unidades de concentracibn (mg de &cido
ascoérbico por ml de solucion de acido ascérbico) se compard este valor con
la concentracion y el area obtenidas en el primer estandar de la curva de

calibracion [Ec.9].

Célculo del LD:

_Cstd (M)
B Astd (uZ)

mg de acido ascorbico

A 2) =
* A (u%) mL de solucion

Ec. 9

Dénde:

Csw= Concentracion del estandar

Asa= Area del estandar

ALpb= Area del Limite de Deteccion

Para efectos de la validacion se realizaron 10 blancos de muestra
independientes fortificados a la menor concentracion aceptable que fue de
0,000482 mg/ml.

3.4.3. Limite de cuantificacion (LC):
Se prepararon 10 blancos independientes y se determiné el ruido generado

en cada Cromatograma que es igual a la desviacion estandar. Segun la Guia
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de Validacién (Eurachem, 2005) el LC es igual a 10 veces la desviacién
estandar.
Lc = 10(s)
Ec. 10

Dénde:

LC= Limite de cuantificacion

S= desviacion estandar (promedio del ruido generado)

Para expresar dicha area en unidades de concentracibn (mg de &cido
ascoérbico por ml de solucion de acido ascérbico) se comparé este valor con
la concentracion y el area obtenidos en el primer estandar de la curva de

calibracion [Ec.11].

Célculo del LC:

_Cstd (M)
B Astd (uZ)

mg de acido ascorbico

A 2) =
* Ape () mL de solucion

Dénde:

Cstd= Concentracion del estandar
Asta= Area del estandar

ALc= Area del Limite de Deteccion

3.4.4. Rango de trabajo

Se establecio el rango de trabajo tomando el valor del LC como limite inferior,
y el valor de concentracion donde la curva de calibracion se desvia de la

linealidad (Ultima concentracion del estandar en la curva de calibracion) como

limite superior para la determinacion de vitamina C.
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3.4.5. Precision

Se determind la precision del método bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad, con los resultados obtenidos se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) en los cinco niveles de concentracion establecidos. El
modelo aplicado a cada nivel de concentracion se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Modelo para el analisis de varianza (ANOVA) aplicado a cada nivel
de concentracion

NIVEL
(mg/100g)
Réplica Dial Dia?2

1 R1-1 R1-2

2 R2-1 R2-2
3 R3-1 R3-2
4 R4-1 R4-2
5 R5-1 R5-2
6 R6-1 R6-2

Se compararon los valores de F critico reportado en la tabla de ANOVA por
nivel con el F experimental obtenido de las mediciones. Conjuntamente se
determind el coeficiente de variacion (% CV) el cual no fue mayor al 2% en
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad (Eurachem, 2005).

3.45.1. Repetibilidad

Se realizaron 6 repeticiones por técnico de cada punto de medicion. Para
asegurar la validez de los datos se calcul6 el limite de repetibilidad (Lr) [Ec.14],
la desviacion estandar por repetibilidad (Sr) [Ec.12] y el coeficiente de

variacion (%CVy) [Ec.13] menor o igual al 2%.

Sr= +VvCME

Ec.12
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><|| e

%CVr =

Dénde:

CME= cuadrados medios dentro de los grupos
X = promedio de los datos
Segun la Guia (Eurachem, 2005), el Lr se da por la Ec.14.
Lr = toox\/for
Ec. 14

Dénde:

tw»= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un nivel de confianza del 95%
es 1,96)

S,= desviacion estandar medida bajo condiciones de repetibilidad
3.4.5.2. Reproducibilidad
Se obtuvieron 6 datos de cada técnico por nivel y se determiné el limite de

reproducibilidad (LR) [Ec.17], la desviacidén estandar por reproducibilidad (Sr)
[Ec.15] y el coeficiente de variacion (%CVR) [Ec.16] menor o igual al 2%.

CMT, — CME
Sp = |SF+——

Ec. 15
S
%CVR = X—Rx 100

Ec.16

Dénde:

CME-= cuadrados medios dentro de los grupos
CMT = cuadrados medios entre grupos
n= numero de repeticiones
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X = promedio
En base a la guia (Eurachem, 2005), LR se da por la Ec.
LR = toox\/foR
Ec. 17

Dénde:

tw»= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un nivel de confianza del 95%
es 1,96)
Sg= desviacion estandar medida bajo condiciones de reproducibilidad

3.4.6. Tratamiento estadistico

Para establecer si la metodologia de validacion para el andlisis de precision
esta dentro de un parametro aceptable y confiable, se emple6é una hoja de
calculo Excel. Para el proceso de validacion es recomendable emplear
pruebas de significancia estadistica especialmente la Prueba F-Fisher la cual
se utiliza para comprobar si los datos obtenidos no presentan diferencia

significativa.

Adicional a esto, se llevé a cabo un andlisis estadistico denominado andlisis
de varianza (ANOVA), con el cual se compara las diferencias dentro de cada

grupo de datos.

3.4.7. Exactitud

Para el célculo de la exactitud se utilizé el método de analisis repetido de una
muestra de concentracién Unica conocida y se calcul6 el porcentaje de
recuperacion (%R) [Ec. 18] para el nivel bajo, el mismo que debi6 encontrarse
entre el 98% y el 102% para HPLC segun lo reportado por (FAO, Comision
del Codex Alimentarius, 2013), como indicativo de una buena exactitud, ya
gue la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero resulta pequeia.

Se utilizé un estandar de referencia sobre una concentracién conocida de

muestra
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estimada

X
%R = ——x 100

X verdadera

Ec. 18

3.4.8. Incertidumbre

Para el célculo de Incertidumbre, se tomé como referencia la Guia para la
Cuantificacion de la Incertidumbre en Mediciones Analiticas
(EURACHEM/CITAC, 2012). La estimacion de la incertidumbre asociada a

una medicién se puede resumir en 4 etapas.

Especificacion Identificacion de las
*Escribir una explicacion clara de fuentes de incertidubre
que es lo que esta siedno «Para cada parametro en esta

medido relacion, listar las posibles
fuentes de incertidumbre

Cuantificacion de los Calculo dela incertidumbre
componentes de la total (Combinacion)

incertidumbre *Combinar los componentes de
emedir o estimar el tamafio de la incertidumbre cuantificados

incertidumbre asociada con cada expresados como desviaciones
fuente potencial de incertidumbre estandar
identificada

Figura. 2 Etapas para la estimacion de la incertidumbre

Utilizando la ley de Taylor se identificaron las principales contribuciones a la
incertidumbre. Las incertidumbres que intervienen en la preparacion de la
muestra y curva de calibracién, deben ser expresadas como deviacion
estandar, y el resultado se conoce como incertidumbre Estandar (uy) para

cada variable.
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Incertidumbre estandar por repetibilidad

fr = n
Ec. 19

Incertidumbre estandar por reproducibilidad

Ur =

5IEs

Ec. 20

Dénde:

S,= desviacion estandar de repetibilidad
Sg= desviacion estandar de reproducibilidad

n= ndmero de datos

Incertidumbre estandar a partir de certificados de calibracion
U
A= %

Ec.21

Dénde:

U= incertidumbre expandida

k =factor de cobertura

Incertidumbre estandar a partir de tolerancia del material volumétrico

(considerando una distribucion triangular)

Ec.22
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Dénde:

U 4= incertidumbre maxima del material
A demas se calcul6 la incertidumbre Estandar Combinada (u) utilizando la

siguiente ecuacion.

ne(y) = X uy?

Ec.23
Doénde:
u:(y)=incertidumbre Estandar Combinada
1, = Incertidumbre estandar de cada variable involucrada
Incertidumbre combinada de concentracion

’ u
Mconc(y) =)y Z(?p)z
Ec.24

Dénde:

u:(y)= Incertidumbre Estandar Combinada

%”: Incertidumbre de cada variable, expresadas como desviaciones estandar

relativas de cada variable involucrada

y= Concentracién de la variable

Ademas, se estimo la Incertidumbre Expandida (U) que es igual a la
Incertidumbre Estandar combinada multiplicada por el factor de cobertura (k)
[Ec. 25].

U=k x .uc(y)
Ec.25

Donde:
ue(y)= incertidumbre combinada
k= factor de cobertura
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante andlisis estadistico se tabularon e interpretaron los resultados
obtenidos en los ensayos del laboratorio. Para la determinacion de la
concentracion de vitamina C (acido ascorbico), en el transcurso experimental,
se obtuvieron seis réplicas por cada material de referencia. Los parametros
de repetibilidad y reproducibilidad se obtuvieron al comparar los datos

obtenidos en los 2 dias en los cuales se llevo a cabo el trabajo experimental.

4. Obtencién de los Datos Primarios

4.1. Niveles

4.1.1. Primer Nivel (MR-25)

La concentracion de vitamina C para el MR-25 se determiné previo andlisis de
los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (ver anexo A). Los
resultados obtenidos muestran valores entre 7,14 y 7,44 mg/100g de muestra
para el dia 1 (tabla 5) y entre 7,10 y 7,34 mg/100g para el dia 2 (taba 6),

estableciendo que no existe variabilidad en la cuantificacion de este material.

Tabla 5. Datos Primarios MR-25. Dia 1

N° Replica Masa *Concentracién

(9) (mg/1009)

1 3,8503 7,27

2 3,2267 7,44

3 3,0076 7,31

4 3,5789 7,26

5 3,0345 7,25

6 3,3634 7,14
X 7,28

Nota; "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)
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Tabla 6. Datos Primarios MR-25. Dia 2

N° Replica Masa *Concentracion

(9) (mg/100g)

1 3,3798 7,10

2 3,3267 7,21

3 3,5896 7,24

4 3,5411 7,34

5 3,8487 7,28

6 3,3698 7,12
X 7,22

Nota: "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)

4.1.2. Segundo Nivel (MR- 20)

La concentracion de vitamina C para el MR-20 se determiné previo analisis de
los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (ver anexo A). Los
resultados obtenidos muestran valores entre 23,01 y 23,87 mg/100g de
muestra para el dia 1 (tabla 7), valores que son similares para el dia 2 (taba
8), estableciendo que no existe variabilidad en la cuantificacion de este
material.

Tabla 7. Datos Primarios MR-20. Dia 1

N° Replica Masa *Concentracion

(9) (mg/100g)
1 2,1473 23,75
2 2,1590 23,85
3 2,3183 23,29
4 2,2567 23,71
5 2,2386 23,01
6 2,2354 23,04
X 23,44

Nota; "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)
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Tabla 8. Datos Primarios MR-20. Dia 2

N° Replica Masa  *Concentracion

(9) (mg/1009)
1 2,6703 23,78
2 2,7590 23,38
3 2,0081 23,16
4 2,0121 23,86
5 2,1510 23,01
6 2,0873 23,71
X 23,48

Nota: "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)

4.1.3. Tercer Nivel (MR-16)

La concentracion de vitamina C para el MR-16 se determiné previo analisis de
los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (ver anexo A). Los
resultados obtenidos muestran valores entre 44,09 y 45,75 mg/100g de
muestra para el dia 1 (tabla 9) y entre 44,49 y 45,62 para el dia 2 (taba 10),

estableciendo que no existe variabilidad en la cuantificacion de este material.

Tabla 9. Datos Primarios MR-16. Dia 1

N° Replica Masa  *Concentracion

(9) (mg/1009)
1 2,0280 44,38
2 2,0110 44,75
3 2,0867 44,09
4 2,0001 45,75
5 2,2990 45,24
6 2,2720 45,55
X 44,96

Nota: "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)
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Tabla 10. Datos Primarios MR-16. Dia 2

N° Replica Masa  Concentracion

() (mg/1009)
1 2,0280 44,38
2 2,0110 44,75
3 2,0867 44,09
4 2,0001 45,75
5 2,2990 45,24
6 2,2720 45,55
X 44,96

Nota: "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)

4.1.4. Cuarto Nivel (MR-10)

La concentracion de vitamina C para el MR-16 se determiné previo analisis de
los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (ver anexo A). Los
resultados obtenidos muestran valores entre 140,16 y 143,49 mg/100g de
muestra para el dia 1 (tabla 11) y entre 140,70 y 145,84 para el dia 2 (taba
12), estableciendo que no existe variabilidad en la cuantificacion de este

material.

Tabla 11. Datos Primarios MR-10. Dia 1

N° Replica Masa Concentracion

(9) (mg/100g)
1 0,1570 142,32
2 0,1298 143,22
3 0,1544 142,68
4 0,1144 143,49
5 0,1352 140,16
6 0,1299 142,15
X 142,34

Nota; "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)
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Tabla 12. Datos Primarios MR-10. Dia 2

N° Replica Masa  Concentracion

() (mg/1009)
1 0,1131 144,92
2 0,1092 141,80
3 0,1680 143,75
4 0,1825 145,84
5 0,1543 140,70
6 0,1596 141,70

X 144,92

Nota: "Concentracion de Vitamina C
ECUACHEMLAB (2017)

4.2. Linealidad

La concentracion de Acido ascérbico en los materiales de referencia
empleados se determin6 mediante curvas de calibracion, las cuales se
realizaron en condiciones de repetibilidad en cinco dias diferentes. Para
graficar las curvas se colocé en el eje de las abscisas las concentraciones de
los estandares de acido ascorbico en mg/mly en el eje de la ordenada el area
a la cual representa cada uno de los estandares expresadas en unidades
cuadradas (u®) (ver Tabla 13).

Tabla 13. Datos de las curvas de calibracién para la concentracion de acido
de ascorbico.

Eje X Eje Y (Area u?
Concent.
Std  (mg/ml) Curval Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva s
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1

0,0019 22111,301 22043,551 22011,678 22025,905 22674,540
0,0096 99718,000 99338,875  99563,005 99866,350 99654,238
0,0193 205017,422  200061,422 204568,567 202654,450 203578,875
0,0433 513597,469 510835,906 519896,123 511239,659  513423,456

0,0965 1037317,563 1038600,688 1039493,476 1036789,890 1035678,450
0,1448  1534558,375 1518199,500 1529787,654 1527345,250 1515637,750

oo~ WN P

ECUACHEMLAB (2017)

36



A continuacion, se muestran las curvas de calibracion con su respectiva

ecuacion de la recta y su coeficiente de correlacion lineal (r).

Area u?

2

Area u

Vitamina C

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

y = 1E+07x + 566,97
Rz =0,9999

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentracién (mg/ml)

Figura. 3 Curva de calibracion. Dia 1

Vitamina C

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

y = 1E+07x + 829,67
R2=0,9997

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentracion (mg/ml)

Figura. 4 Curva de calibracion. Dia 2
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Vitamina C

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

2

y =1E+07x + 2229,1
Rz =0,9998

Area u

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentracién (mg/ml)

Figura. 5 Curva de Calibracion. Dia 3

Vitamina C

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

2

y = 1E+07x + 478,7
R2=0,9999

Area u

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentracién (mg/ml)

Figura. 6 Curva de Calibracion. Dia 4
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Vitamina C

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

y = 1E+07x + 2896,5
R2 =0,9997

Area u?

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Concentraciéon (mg/m)

Figura. 7 Curva de Calibracion. Dia 5

El coeficiente de correlacion lineal es considerado un criterio de aceptabilidad
cuando su valor es superior a r=0,999, las cinco curvas realizadas en
condiciones de reproducibilidad cumplen con este criterio y se ajustan al
modelo de regresion lineal por lo cual son aceptadas para determinar la
concentracion en mg de acido ascorbico por ml de solucién de cada una de

las muestras de referencia empleadas.
Adicionalmente se determiné por el método de minimos cuadrados los valores

globales de la ecuacién de la recta, establecidos en el apartado 3.4.1

integrando todas las curvas de calibracion.

Tabla 14. Estimacion Lineal de las curvas en forma integrada

Estadistico Valor Global

m 10588531,37
b 1400,186722
r 0,99978864
Sm 29094,73978
Sb 2160,204208

Syx 8219,354744
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integrada
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©
\g 800000 Lineal (curva
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000000 & integrada)
400000 Area= 10588531,37conc + 1400,19
2 _
200000 & R*=0,9998
<
0o ¢
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentracion del Estandar (mg/mL)

Figura. 8 Ecuacion global de las curvas de calibracion integradas para la
determinacién de acido ascorbico
Para conocer el rango de confianza en el cual se deben realizar las
mediciones se determina los limites superior e inferior de las curvas de
calibracion [Ec. 27 y Ec.28], en base a la estimacion global de la recta de
calibrado (tabla 14), de tal forma se asegura que las curvas realizadas
posteriormente se encuentran dentro de estos limites. Si las curvas no se

encuentran dentro de estos limites descartar y corregir si fuese el caso.

Valor t.student
terie = (1 —a;v)
terie = (0,05; 3)
torie = 2,353

Limite superior
LS = b + terie * Syx
Ec. 27
LS = 1400,19 + 2,353 * 8219,35
LS = 20740,32843 u?
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Limite Inferior
LI =b — terir * Syx
Ec. 28
LS = 1400,19 — 2,353 * 8219,35
LS = —17939,94 u?

Limites aplicados a cada concentracion de estandar

Calculo demostrativo: Primer estandar (0,0019 mg/ml)
Area = 10588531,37 [Conc] + LS

Area = 10588531,37 [0,0019] + 20740,32843

Area = 41180,4294 u?

Area = 10588531,37 [Conc] + LI

Area = 10588531,37 [0,0019] + (—17939,94)
Area = 2500,146 u?

Tabla 15. Limites de la curva de calibracion global integrada

Estandar Limite Limite
(mg/ml)  Superior (U?) Inferior (U?)
0,0019 41180,4294 2500,146
0,0097 122940,8332  84260,550
0,0193 225141,3379 186461,054
0,0483 531742,8521 493062,569
0,0965 1042745,3758 1004065,092
0,1448  1553747,8995 1515067,616
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Figura. 9 Limites de la curva de calibracion global integrada

Se compararon las cinco curvas de calibracion realizadas en condiciones de
reproducibilidad y se establecié que no existe variabilidad en el &rea de cada
estandar (funcion respuesta). Ademas, al realizar un analisis global de las
curvas se determind que se puede emplear cualquier de las cinco curvas para

el calculo de la concentracion de Acido Ascorbico.

4.3. Limites

4.3.1. Deteccion (LD)

A continuacion, se reportan los resultados que se obtuvieron del ruido

generado en las muestras de estandar preparados para determinar el LD Y
LC (tabla 16).
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Tabla 16. Estdndar preparados

Réplicas  Ruido generado
(Area u?)
8497,650
8175,400
8347,400
8142,300
8500,300
8433,450
8244,800
8015,900
8399,450
8205,850
8296,250
ECUACHEMLAB (2017)

B oo~vo s wN R

Célculo del LD:
LD = 3(8296,250u?)

LD = 24888,75 u?

0,0019% <
LD =— ML o4
2211130 12 1218887
mg de acido ascorbico
LD = 0,002

mlL de solucién

El valor del LD es igual 0,002 mg de acido ascorbico por mL de solucién, esto
determina la minima concentracién de vitamina C que puede ser detectada

por el HPLC bajo las condiciones del trabajo del equipo.

4.3.2. Cuantificacion (LC)

En la tabla 16 se encuentran los resultados del ruido generado por el estandar

preparado.
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Célculo del LC:
LC = 10(8296,250u?)

LC = 82962,5 u?

0,00197-7 o
LC = m%’82962,5
mg de acido ascorbico
LC = 0,007

mL de solucién

El valor del LC es igual 0,007 mg de acido ascérbico por mL de solucién, esto
determina la menor concentracion de vitamina C que puede ser cuantificada
por el HPLC bajo las condiciones del trabajo del equipo, por debajo de esos

valores se considera la inexistencia de vitamina C.

4.4. Rango de Trabajo

El rango de trabajo establecido para la validacion de vitamina C establece
como limite inferior para la cuantificacién un valor igual a 0,007 y como limite
superior la tltima concentracién de la curva de calibracion de 0,1448, valores
expresados en unidades de mg de &cido ascérbico/mL de solucion, estos
valores permiten cuantificar vitamina C en muestras con concentraciones que
van desde 7,25 mg hasta 142,73 mg de acido ascorbico por cada 100 g de

muestra.

45. Precision

Para determinar si en el dia uno y en dia dos se pueden obtener resultados
confiables y similares se realizo el trabajo experimental empleando 4 niveles
de concentraciones en diferentes muestras de referencia realizando el analisis
de precisién en términos de repetibilidad (6 réplicas) y reproducibilidad (6

réplicas) (ver tabla 17).
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Tabla 17. Resumen de las concentraciones de Acido ascorbico por nivel

CONCENTRACION (mg/100g)

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Réplica Dial Dia2 Dial Dia2 Dial Dia Dial Dia?2

7,27 7,10 23,75 23,78 44,38 44,86 142,32 144,92
7,44 7,21 23,85 23,38 44,75 44,49 143,22 141,80
7,31 7,24 23,29 23,16 44,09 4551 142,68 143,75
7,26 7,34 23,71 23,86 45,75 44,79 143,49 145,84
7,25 7,28 23,01 23,01 45,24 45,62 140,16 140,70
7,14 7,12 23,04 23,71 4555 44,51 142,15 141,70

>l WN -

7,28 7,22 23,44 23,48 44,96 44,96 142,34 143,12

Célculo demostrativo: Nivel 1

Tabla 18. Concentraciones para evaluar de Acido ascorbico. Nivel 1

Concentraciéon de Acido Ascérbico

(mg/ml)
Réplica Dia 1 Dia 2
1 7,27 7,10
2 7,44 7,21
3 7,31 7,24
4 7,26 7,34
5 7,25 7,28
6 7,14 7,12
X 7,25
ANOVA CMTr 0,0472
ANOVA CME 0,055066667

Repetibilidad

Desviacion Estandar

S, =CME
S, = ,/0,05506
S, = 0,105
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Coeficiente de variacion
%CVr = &xIOO
X

)

5
x100

%CVr = 75T

%CVr = 1,448

Limite de repetibilidad

Lr = toox\/ExSr

Lr = 1,96xV2x0,79

Lr = 2,16 mg de Acido asc6rbico/100g de muestra

Reproducibilidad

Desviacién estandar

CMT, — CME
Sp= |SF+——

(0,0472 — 0,0550)
Se = [0,1052 + -

Sp = 0,102
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Coeficiente de variacién

S
%CVR = K—Rx 100

)

2 100
725 ©

%CVR = 1,413

%CVR =

Limite de reproducibilidad

LR = tooxV2xSg
LR = 1,96xV/2x0,94

LR = 2,61 mg de Acido ascorbico/100g de muestra

Tabla 19. Resumen del coeficiente de variacion y desviaciones estandar de

cada nivel de concentracidon de acido ascoérbico.

Nivel Sr %CVr SR %CVR
1 0,105 1,448 0,102 1,413
2 0,441 1,880 0,415 1,769
3 0,479 1,066 0,504 1,120
4 2,073 1,452 1,950 1,366

Nota: Sr: Desviacion estandar de repetibilidad; SR: Desviacion estandar de
reproducibilidad; %CVr: coeficiente de variacion repetibilidad; %CVR: coeficiente de
variaciéon reproducibilidad.

ECUACHEMLAB (2017)

La desviacion estandar y el coeficiente de variacion que se muestran en la
tabla 19 fueron calculados utilizando los resultados obtenidos del analisis de
varianza ANOVA, detallada en el apartado 4.5.1. (tratamiento estadistico).
Segun la guia de validacion (Eurachem, 2005) los valores aceptados para el
%CVr y %CVR es menor al 2% para cada uno de los niveles medidos en
HPLC, de este modo se corrobora el analisis asegurando la validez de los
datos para cada material de referencia.
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Ademas, se calcularon los Limites de repetibilidad (Lr) de los cuales se
escogio el menor con un valor igual a 2,16 mg de acido ascoérbico/100 g de
muestra debido a que de este modo se ajusta el método para la eliminacion
de errores en el proceso; y también, el limite de reproducibilidad (LR) con un
valor de 2,61 mg de acido ascorbico/ 100 g de muestra, segun la (Eurachem,
2005), la diferencia absoluta entre dos resultados (réplicas) debe ser menor o
igual al valor de cada limite establecido en condiciones de repetibilidad y

reproducibilidad.

4.6. Tratamiento Estadistico

Con la finalidad de determinar de manera experimental si se puede obtener
en dias diferentes resultados confiables y similares estadisticamente de una
misma muestra en diferentes réplicas, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) para cada uno de los niveles de concentracion de vitamina C, los

cuales se muestran a continuacion.

Tabla 20. Andlisis de Varianza ANOVA. Nivel 1

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los Critico
libertad cuadrados

Entre grupos 0,055 5 0,011 1.4 0,343 4,38

(Tratamientos)
Dentro de 0,047 6 0,007
grupos
Total 0,102 11
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Tabla 21. Andlisis de Varianza ANOVA. Nivel 2

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados Promedio F Probabilidad  Valor
variaciones cuadrados de de los Critico
libertad cuadrados

Entre grupos 0,973 5 0,194 3,219 0,0934 4,38
(Tratamientos)
Dentro de 0,362 6 0,060
grupos
Total 1,336 11

Tabla 22. Andlisis de varianza ANOVA. Nivel 3

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados de de los Critico
libertad cuadrados
Entre grupos 1,149 5 0,229 0,618 0,692 4,38
(Tratamientos)
Dentro de 2,230 6 0,371
grupos
Total 3,380 11

Tabla 23. Andlisis de varianza ANOVA. Nivel 4

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los Critico
libertad cuadrados

Entre grupos 21,485 5 4,297 3,250 0,091 4,387
(Tratamientos)
Dentro de 7,932 6 2,759
grupos
Total 29,418 11
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Tabla 24. Resumen del Anélisis de Varianza ANOVA

Concentracion F F Conclusion
(mg/100g) calculado Critico

Nivel 1 1,4 4,387 No existe diferencia
significativa

Nivel 2 3,219 4,387 No existe diferencia
significativa

Nivel 3 0,618 4,387 No existe diferencia
significativa

Nivel 4 3,250 4,387 No existe diferencia
significativa

Antes de realizar el tratamiento estadistico de los datos, se realizé un analisis
de varianza de un solo factor por filas (ANOVA) para cada nivel de ensayo con
la ayuda de una hoja de calculo de Excel. Se determindé mediante una prueba
de Fisher realizada a un nivel de confianza del 95% que no existe diferencia
significativa en las varianzas de los grupos muestrales (tratamientos) al
comparar el F critico con el F calculado siendo este menor (ver tabla 24).
Ademas, los resultados obtenidos comprenden la capacidad del método al
realizarse en dias diferentes en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad

previamente establecidas.

4.7. Anélisis de Exactitud

La exactitud del método se determind mediante el % de recuperabilidad de
una concentracion conocida de estandar aplicada al nivel bajo. Se llevé a cabo
esta metodologia debido a que no se disponia de un programa inmediato de
intercomparacion ni de un material de referencia certificado.

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos de la recuperacion del

estandar en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.
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Tabla 25. Datos del % de Recuperacion de Estandar en el nivel bajo

Réplicas % Recuperacion
7,27
7,44
7,31
7,26 Dia 1l
7,25
7,14
7,10
7,21
7,24
10 7,34 Dia 2
11 7,28
12 7,12
Promedio 7,25
Desviacion 0,10
ECUACHEMLAB (2017)

OCoO~NOOTP,WNPE

Se calculé el porcentaje de recuperacion de estandar de Acido ascérbico

segun la ecuacion la [Ec. 18]

X estimada

%R = * 100

X verdadera

7,30
7,25

%R = * 100

%R = 99,32
Segun (FAO, Comisién del Codex Alimentarius, 2013) el rango de
aceptabilidad para el % de recuperabilidad esta entre 98% y 102%. El valor
del porcentaje de recuperacion se encuentra dentro del rango permitido por lo
gue el método empleado para determinar la concentracién de Vitamina C es

exacto y con gran desempefio bajo condiciones de trabajo de laboratorio.

4.8. Analisis de Incertidumbre

Se determind la Incertidumbre Estdndar combinada (u) y Expandida (U) para

la curva de calibracion y las muestras analizadas. Ademas, se considerd un
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valor de Incertidumbre expandida con un factor de cobertura igual a dos (k=2)

para todas las muestras a un nivel de confianza del 95%.

También, se identificaron las 4 etapas para el desarrollo de la estimacion de

la incertidumbre del método.

4.8.1. Especificacion

Determinacion de vitamina C (Acido Ascérbico) expresada en mg de vitamina/
100 g de muestra por HPLC.

4.8.2. Identificacion de las fuentes de Incertidumbre

A lo largo de todo el proceso de determinacién de vitamina ¢ se fueron

identificando cada una las contribuciones a la incertidumbre del método.

Tabla 26. Identificacion de las fuentes de Incertidumbre

Fuente de

incertidumbre

Criterio de

aceptacion

Observacion

Recepcion e ingreso

de la muestra

Almacenamiento,
manejo y preparacion
de la muestra
Analisis de la
muestra
Preparaciéon de la
curva de calibraciéon

Lectura por HPLC

Se desestima (fuente

bajo control)

Se desestima (fuente

bajo control)

Se

obligatoriamente

estima

(fuente no esté bajo

control)
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Bajo el Sistema de gestion
de

guiados por instructivos y

calidad se procede
procedimientos

Bajo el Sistema de gestion
de

guiados por instructivos y

calidad se procede
procedimientos

Se deben considerar todos
los errores aleatorios vy
sistematicos  involucrados

en el proceso.



Célculos Se desestima (fuente Existen hojas de control
bajo control) previamente validadas que
son supervisadas y
controladas por la gerencia
de calidad.
Informe de resultados Se desestima (fuente La Gerencia de Calidad
bajo control) verifica que los resultados
sean los correctos y la
Gerencia General autoriza
Su posterior emision 'y

entrega.

4.8.3. Cuantificacién y combinacién

La siguiente figura muestra un diagrama causa-efecto (espina de pescado) el
cual describe las principales contribuciones para el célculo de incertidumbre

del método.
Masa
Balanza
(T Reproducibilidad
atanza
Pureza del (“R)
reactivo
Calibracion
} . Incertidumbre
1 del metodo
Material
volumetrico Preparacion de Preparacion de
(Hy0) solucion madre estandares
Volumen Curva de
calibracion
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Figura. 10 Diagrama general Causa-Efecto (espina de pescado) para el
calculo de la incertidumbre combinada del método

4.8.4. Calculo de Incertidumbre Tipo B
Balanza
La incertidumbre combinada de la balanza (Mettler Toledo) se especifica en

el certificado de calibracion adjunto (ver anexo B).

U
UBalanza = E

0,00052

UBalanza 2

HBalanza = 0,00026 g
Material Volumétrico

Empleando la ecuacion Ec. 22 de acuerdo con el tipo de certificado de cada

uno de los materiales (ver anexo E).

Céalculo demostrativo: balén de aforo de 50 mL

‘Ll — Umax
MV \/g

0,060
Upmy \/g

Uypy = 0, 024mL
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Tabla 27. Incertidumbres de los equipos de medicion utilizados

EQUIPO FUENTE TIPO B CERTIFICADO INCERTIDUMBRE

Balanza Calibracion 0,0003 0,00026
Resolucioén de 0,0001 0,00004

equipos
Balén 50 Desviacion estandar 0,0120 0,00490
ml Tolerancia 0,0600 0,02449
Balén 25 Desviacion estandar 0,0070 0,00286
ml Tolerancia 0,0400 0,01633
Balén Desviacion estandar 0,0330 0,01347
200 ml Tolerancia 0,1500 0,06124
Balén Desviacion estandar 0,0255 0,01041
500 ml Tolerancia 0,2500 0,10206
Bureta Calibracion 0,0200 0,00816
Resolucién de 0,0100 0,00408

equipos
Pureza Acido ascérbico 0,9500 0,54848

ECUACHEMLAB (2017)

4.8.5. Célculo de Incertidumbre tipo A

Incertidumbre tipica combinada del volumen (i)

n
Hyor = Z(#desv.balén)z + (/’Ltoler.bal()n)z + (.ucalib.bureta)2 + (.uresol.bureta)z
i=1

tpor = +/(0,005)% + (0,024)2 + (0,003)2 + (0,016)%+..+(0,008)2 + (0,004)2

Hyot = 0,12 ml
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Incertidumbre tipica combinada de masa (U;a5a)

Umasa = \/(.“calib.balanza)2 + (.uresol.balanza)2

Hmasa = 0,00026 g

Tabla 28. Incertidumbres Tipo A

Parametros UNIDADES
Volumen (py,01) 0,12 (ml)
Masa (Umasa) 0,00026  (g)

4.8.6. Incertidumbre tipica combinada de la preparacion de estandares

(UsTp)

Calculo demostrativo: Concentracion 0,0019 mg/mL

Umasa Uyol UsTp
=C - —7)2 4 2 4 2
Hsp one \/( peso ) (aforo) (pureza)

_ mg . [,0,000264., | 012mL ., 0548, .
usrp = 0,0019 75 - (0,025:;) + Coam)? + (52)% X 100g + 1000mg

tsrp = 0,00033 mg/100g

Tabla 29. Incertidumbre tipica combinada de la Curva de Calibracién

Concentracion Incertidumbre ugrp

P1 0,0019 0,00033
P2 0,0097 0,00167
P3 0,0193 0,00334
P4 0,0483 0,00836
PS5 0,0965 0,01671
P6 0,1448 0,02507
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Tabla 30. Pardmetros varios incluyentes para el célculo de la incertidumbre

Parametro Valor
(mg/100g)
Desviacion. 0,942
Reproducibilidad
Sesgo 0,100
Funcion respuesta 0,078

(estimacion lineal)
Curva calibracion 0,08157

4.8.7. Calculo de laincertidumbre combinada del método

HUmétodo = \/(SR)Z + (Sexactitud)z + (Fun- TespueSta)z + \/(Fun- respuesta)z + (”pé curva)z

Umetodo = +/(0,942)% + (0,100)2 + (0,078)2 + (0,081)2

Mmétodo = 0,95 mg/loog

4.8.8. Célculo de la Incertidumbre Expandida del método

Umétodo = Hmétodo X K

mg

X 2
100g

Umstodo = 0,95

Umstodo = 1,91 mg/100g

4.9. Criterios de Aceptacion de la validacion:

Tabla 31. Criterios de validacion

INCERTIDUMBRE 30 % DEL INCERTIDUMBRE % DE
< 30% RANGO RANGO BAJO EXPANDIDA INCERTIDUMBRE
BAJO 2,18 mg/100g 1,91 mg/100g 26,31 %
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El organismo de acreditaciéon ecuatoriano (SAE) dentro de sus criterios de
validacion menciona que el porcentaje de la incertidumbre del limite mas bajo
debe ser < 30%, de este modo se corrobora que la incertidumbre expandida

del método cumple con el objetivo de validacion.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se determiné Vitamina C (Acido Ascorbico) en alimentos empleando la
técnica analitica de Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC),
siguiendo la metodologia 967.21 de la (AOAC, 2005) para la
elaboracioén de la solucion extractora y la preparacién de muestras y el
método realizado por (Ledezma - Gairaud, 2004) para las condiciones
cromatograficas y las corridas de las muestras de referencia y las

curvas de calibracion.

Como se muestra en la tabla 31 se determind la incertidumbre
combinada del método para todos los niveles de concentracion
empleadas con un valor igual a 0,95 mg de vitamina por cada 100 g de
muestra y la incertidumbre expandida con un valor igual a 1,91 mg de
vitamina por cada 100 g de muestra; se empleé como criterio de
aceptacion que el valor de la incertidumbre sea menor al 30% del rango
bajo dando como resultado para la incertidumbre encontrada 26,31%

cumpliendo de este modo con el objetivo de validacion planteado.

se realizaron cinco curvas de calibracion con un coeficiente de
correlacion superior a r=0999 las que permiten cuantificar
concentraciones en alimentos, tanto en materia prima como en
producto terminado que van desde 7,25 mg hasta 142,73 mg de
vitamina por cada 100 g de muestra que cubre con los valores de

ingesta diaria permitida de la misma.

La precision medida por el limite de repetibilidad y reproducibilidad con
valores de 2,16 mg/100 g y 2,61 mg/100g de acido ascérbico
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respectivamente. La exactitud fue determinada por el % de
recuperabilidad con un valor igual al 99,32 % que esta dentro del rango
establecido para HPLC que es del 98% al 102%.

e Una vez desarrollado y validado el método se implementé en el
laboratorio ECUACHEMLAB Cia. Ltda. el procedimiento PA-FQ 206
para la determinacion de Vitamina C (Acido Ascorbico) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC), en el cual se describen
todos los pardmetros y directrices establecidos en la validacion que
servirdn de lineamientos para proximos trabajos realizados en el

laboratorio para la emision de resultados confiables a los clientes.

5.2. Recomendaciones

Se deberia considerar que el método requiere de mas pruebas que
permitan asegurar la exactitud como Intercomparaciones y materiales de

referencia.

Se recomienda que se implante un sistema de tratamiento de desperdicios
guimicos debido a que en la preparacién y corrida de muestras se obtiene
una cantidad considerable de desecho de reactivos.
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ANEXOS



ANEXO A



CROMATOGRAMAS
CURVA DE CALIBRACION

Ecuachemlab Cia. Ltda.
Dz 201 30:39 1 Aguirre
Dz ( a\vitamina C validac m 017-05-02, 11:46:59
10-201¢ 7-10 20160007, or at \rea
( mat OgT 27-10-20160007. org
19
18
17
16
15
14
13
12
> 1
210
o9
5 8
> 7
¢ o
g e
3 H
2 5
1f
of
1
0 1 3 4
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,948 18818,768 276523,688 83,6031
2 Vitamina C 3,207 2096,076 22111,301 6,6850
3 3,773 1908,273 32122,900 97119
Total 22823,116 330757,889 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda.

Vitamina C. Estandar 2. Curva 1

Date/Time: 2016-10-27, 15:41:32

Data File: C:\N2000\data\vitamina C validacion\nuevas

curvas\27-10-2016\27-10-20160009. org

Analyst: Sofia Aguirre
Date/Time: 2017-05-02, 11:49:00
Quantification: Area/Arca%

Chromatogram (27-10-20160009. org)
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| \ | l.
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{ Fod :
2 | \ { e |
of— T i . ] \ / R o
0 2 4
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,948 19149316 279903,094 67,9935
2 Vitamina C 3,207 9277,250 99718000 24,2233
3 3,765 1901,114 32040,199 7,7831
Total 30327,680 411661,293 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda.
Vitamina C. Estandar 3. Curva 1

Date/Time: 2016-10-27, 15:52:25 Analyst: Sofia Aguirre
Data File: C:\N2000\data\vitamina C validacion\nuevas Date/Time: 2017-05-02,11:51:59
curvas\27-10-2016\27-10-20160011. org Quantification: Area/Area%

100, Chromatogram (27-10-20160011. org)
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Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
|
1 1,948 18594457 274943,813 53,5793 ,
2 Vitamina C 3,257 18879,920 205017,422 39,9525
3 3,823 1939,360 33192,078 6,4683
Total 39413,737 513153,313 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda
Vitamina C. Estandar 4. Curva 1

Date/Time: 2016-10-27, 16:05:30 Analyst: Sofia Aguirre
Data File: C:\N2000\data\vitamina C validacion\nuevas Date/Time: 2017-05-02, 11:53:06
curvas\27-10-2016\2710-20160013. org Quantification: Area/Area%

Chromatogram (27-10-20160013. org)
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Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,948 19233,904 282908,563 34,0605
2 Vitamina C 3,207 47201,398 513597,469 61,8340
3 3,773 1982,840 34100,922 4,1055
Total 68418,143 830606,953 100,0000
2017-05-02 N2000

69




Ecuachemlab Cia. Ltda
Vitamina C. Estandar 5. Curva 1

Date/Time: 2016-10-27, 16:16:23 Analyst: Sofia Aguirre
Data File: C:\N2000\data\vitamina C validacion\nuevas Date/Time: 2017-05-02, 11:54:54
curvas\27-10-2016\27-10-20160015. org Quantification: Area/Area%

_ Chromatogram (27-10-20160015. org)

150 )
140/ |
130 |
120 - 1
110 £ ‘
100 § *
. 90| r&v
£ a0 H
i 4
S« |
50 } |
40 {4
30 i
[
20 3 i
10 [\ |
ol— . J e
0 1 2 3 4 5 6
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,948 18110,500 272261313 20,2132
2 Vitamina C 3,207 95053,492 1037317,563 77,0126
3 3,757 2130,471 37366,473 2,7742
Total 115294463 1346945348 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda

Vitamina C.

Date/Time: 2016-10-27, 16:27:17

Data File: C:\N2000\data\vitamina C validacion\nuevas

curvas\27-10-2016\27-10-20160017. org

Volt
g

Estandar 6. Curva 1

Analyst: Sofia Aguirre

Date/Time: 2017-0502, 11:56:07

Quantification: Area/Area%

Chromatogram (27— 10-20160017. org)

Vitamina C

Peak No. Peak ID

3
Time(min)

Results
Ret Time Height

Area

Cone.

1
2 Vitamina C
3

1,957 18592,709
3,215 140106,203
3,748 2275,601

275742906
1534558375
41220,738

14,8928
82,8809
2,2263

Total

2017-05-02

160974,513

71

1851522,020

100,0000

N2000




MUESTRAS DE REFERENCIA

Ecuachemlab Cia

Date
Data

Fi

Method |

Peak No.

Voltage(mv)

2017
» Captan OK

Ana
Dz
Quanti

st sof'ia
ime 2017

ication

Chromatogram (31-01-2017. 0000. org)

Vitamina C

Peak ID

Ret Time

3 4 5 6
Time(min)

Results
Height Area Conc.

1
”

Vitamina C

3,160
3,728

3046,372 29821,801 0,0028
1129,452 11706,550 3,6936

Total

2017

05

0z

4175,824 41528,351 3,6964

N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda

Date/Time: 2017-01-31, 16:19:08
Data File: F:\sofia\31-01-2017.0001. org
Method File: G:\MPodo Captan OK.mtd

»n
o

Voltage(mv)
S

&

o o
|
|
1
[
|

Chromatogram (31-01-2017. 0001.0rg)

Vitamina C MR-25

Analyst: Sofia Aguirre
Date/Time: 2017-05-02,13:09:01
Quantification: Area/ESTD

»Vitamina C

)

3
Time(min)

Results

Peak No.

Peak ID

Ret Time

Height

Area

Conc.

Vitamina C

3,185
3,760

2986,287
1121,333

29484246
13703,698

0,0028
28,5222

Total

2017-05-02

4107,620
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43187944

28,5250

N2000



Ecuachemlab Cia. Ltda

Date/Time: 2016-11-01, 14:40:05
Data File: F:\sofia\l 11-20160013.org
Method File: G:\MModo Captan OK. mtd

8

Vit

amina C MR-20

Analyst: Sofia Aguirre
Date/Time: 2017-05-02, 13:01:37
Quantification: Area/Area%

Chromatogram (1-11-20160013. org)

95
90,
85
80
75
70
65
__ 60
z 55
§ 50
-
S 40
> 35
30
25 ‘é
20 A £
15 A
10 { %
5 { / \\ |
Ot “ER . TS — RS ]
0 1 2 3 4 5 6 ] 8 ] 10
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc. {
|
1 1,440 169,439 1354,841 0,3123 1
2 1,923 19113,418 294057,781 67,7776
3 Vitamina C 3,248 9688,047 107310,484 24,7341 ‘
4 3,798 1825,612 31133,955 7,1761
Total 30796,515 433857,062 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda
Vitamina C MR-20

Date/Time: 2016-11-01, 14:34:41 Analyst: Sofia Aguirre
Data File: F:\sofia\l-11-20160012. org Date/Time: 2017-05-02, 13:00:50
Method File: G:\M&Jodo Captan OK. mtd Quantification: Area/Area%

_ Chromatogram (1-11-20160012. org)

Voltage(mv)
5

=]
_>Vitamina C

] 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 ] 10
Time{min)

Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.

1,915 15345,496 229923406 62,7741
Vitamina C 3,232 9675,000 105703,250 28,8593
3,773 1837,652 30644,318 8,3666

W N -

Total 26858,148 366270,975 100,0000

2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda
Vitamina C MR-16
Date/Time: 2016-11-01,13:03:30 Analyst: Sofia Aguirre

Data File: \sofia\l 11-20160000. org Date/Time: 2017-05-02, 12:58:40
Method File :\M&lodo Captan OK.mtd Quantification: Area/Area%

Chromatogram (1-11-20160000. org)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time(min)
Results

Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Cone.

1 1,907 11363,814 148076,500 36,5326

2 Vitamina C 3,215 17205,627 188227.516 46,4384

3 3,665 4425 437 69023,148 17,0290
Total 32994,878 405327,164 100,0000

2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda
Vitamina C MR-16

Date/Time: 2016-11-01, 13:08:53 Analyst: Sofia Aguirre
Data File: F:\sofia\l-11-20160001. org Date/Time: 2017-05-02, 12:59:51
Method File: G:\M[¥odo Captan OK,mtd Quantification: Area/Area%

Chromatogram (1-11-20160001. org)

Voltage(my)
&

~n
w
~Vitamina C

15 [ \

-
=]

/A
i W
(| ST R . S . |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time(min)

Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.

0,783 809,669 12317,800 22275
1,907 20506,537 286074,656 51,7336
Vitamina C 3,208 17542,520 187349,203 33,8802
3,647 4513,435 67234,469 12,1587

s W N -

Total 43372,161 552976,128 100,0000

2017-05-02 N2000

e



Ecuachemlab Cia. Ltda
vitamina C MR-10

Date/T 2016-05-09, 11:33:17 Analyst: Sofia Aguirre
Data F:\sofia\B10-09-05-20160000. org Date/Time: 2017-05-02, 13:04:14
Method File: G:\MBJodo Captan OK.mtd Quantification: Area/Area%
00 - Chromatogram (BI10-09-05-20160000.0rg)
450 ":’
400/ §
350 A
=300 [
£ | "v
250
z [ \
< 200 / \
150 fl
100 ‘ \
v f \
(| M— — Y i, .~ N e .
0 1 - 3 4 5 6
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,648 16796,000 483824094 48657
2 Vitamina C 3,115 364973,594 9459705,000 95,1343
Total 381769,594 9943529,094 100,0000
2017-05-02 N2000
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Ecuachemlab Cia. Ltda

Vitamina C MR-10

Date/Time: 2016-05-09, 11:48:14
Data File: F:\sofia\B10-09-05-20160002. org
Method File: G:\MPodo Captan OK.mtd

Analyst: Sofia Aguirre
Date/Time: 2017-05-02, 13:05:32
Quantification: Area/Area%

500 Chromatogram (B10-09-05420160002.rmﬁ S o
450!
o
- §
%0 s
=300 A
B "’ |
| [
£ 1
£ 200 J \
150 b
100 { \
50 | "\_
Sl | \
o : s / o 3
0 1 2 3 4 5 6
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,690 30573,059 986611,875 11,1172
2 Vitamina C 3,040 326362,313 7888019,000 88,8828
Total 356935,371 8874630,875 100,0000
2017-05-02 N2000
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ANEXO B



CERTIFICADOS DE CALIBRACION

BURETA

w

e EAEW _,Dl;:

i ) V] Senvicio
3 A_} | Ecuatoriano

de

LABORATORIO NACIONAL DE METROLOGIA
CERTIFICADO DE CALIBRACION

DIVISION FLUIDOS

Laboratorio de Volumen

Numero de certificado: LNM-V-2016-359 Adhesivo N°: 11617
Fecha de Calibracién: 2016-07-15

Instrumento de Medida: BURETA DE VIDRIO
Marca: PYREX
Modelo o Tipo: 2103
Serie: x000000XX

Intervalo de Medida: 25 mi
Divisién de Escala: 0,1 mi
Clase: A

Cédigo de Identificacion: EAFQ-028
Propietario: ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DEL
ECUADOR CIA. LTDA
Direccién: Quito, Pasaje S/N N3-62 y Simém Bolivar, Urb. La Armenia 1, Puente 9, Valle de
Los Chillos.
Observaciones: x00000xXxx

El Servicio Ecuatoriano de Normalizacién, realizé en el Laboratorio de Volumen del LNM, la calibracién del instrumento arriba
descrito, utilizando patrones de referencia trazables ala unidad de masa del Sistema Intemacional de Unidades Sl, y al patrén
nacional pertenecientes al Laboratorio Nacional de Metrologia.

La calibracién fue realizada bajo un Sistema de Gestién de la Calidad conforme con la NTE INEN-ISO/IEC 17 025:2006.

Los resultados de la calibracién Yy su incertidumbre se exponen en las paginas siguientes y son parte de este documento,
ademés se refieren al momento y condiciones en que se realizé la calibracién.

EILNM no se responsabiliza de los perjuicios que pueda oc el uso inad do del instrumento calibrado.

Es responsabilidad del cliente establecer la fecha de una nueva calibracién dei instrumento. El tiempo de validez de los
resultados contenidos en este Certificado, depende tanto de las caracteristicas del instrumento como de las practicas de
manejo y uso.

El usuario esta obligado a tener el instrumento recalibrado en intervalos apropiados.

El presente certificado de calibracién certifica los valores obtenidos expresados como los resultados de las calibraciones y no
constituye un certificado de aptitud para el uso del patron, instrumento o equipo.

Este documento no significa certificacién de calidad y no debe ser utilizado con fines publicitarios. Prohibida su reproduccion
parcial, la reproduccién total debera hacerse con la autorizacion escrita de la Direccién Ejecutiva.

Fecha de emision: 2016-07-25

Ing. César Sigue:
Director Técnico de

81



Propietario: ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DEL ECUAS(;;ET:TI?DF
Namero de certificado: LNM-V-2016-359
Fecha de Calibracién: 2016-07-15

CONDICIONES AMBIENTALES DEL ENSAYO

TEMPERATURA: (20 3) °C
PRESION ATM.: (733 a 747) hPa
HUMEDAD REL.: (50£10) %

METODO UTILIZADO: LNM PC 13, Procedimiento para calibracién de recipientes volumétricos método gravimétrico,
basado en la Norma Internacional ISO 4 787, Material volumétrico - Métodos de prueba para la capacidad y para el uso

INCERTIDUMBRE DE MEDIDA: La incertidumbre expandida de medida informada se ha obtenido multiplicando la
incertidumbre estandar de medida por el factor de cobertura k=2 que, para una distribucién normal corresponde a una
probabilidad de cobertura de aproximadamente el 95%; y, se le estimé de acuerdo al documento "Guide to the
Expression of the Uncertainty in Measurement” de la I1SO.

EQUIPO UTILIZADO: Balanza Mettler Toledo XP504, capacidad 520g, resolucion 0,1mg; certificado: LNMI-PyM-
2015-006

PATRON UTILIZADO: Agua des ionizada.
ESTADO DE RECEPCION DEL INSTRUMENTO

|Marcas de escala visibles Conforme
Libre de impurezas adheridas al recipiente Conforme
No presenta roturas ni rajaduras Conforme
Nota:
RESULTADOS OBTENIDOS
ERROR MAXIMO PERMITIDO
VOLUMEN NOMINAL | VOLUMEN MEDIDO ERROR (IS0 385:2005) INCERTIDUMBRE
(20°C) (k=2)
Clase A Clase B
ml mi ml +ml + ml xmi
25 2,52 0,02 0,05 0,10 0,02
12,5 12,55 0,05 0,05 0,10 0,02
25 25,03 0,03 0,05 0,10 0,02
0,15 -
w 0,10 - essessssescenne sesscnsss tesccccssscnses .
&
== ERROR
§ 0,05 + i
g 7 ? ‘Kf e |S CLASE A
& o000 v ’ . y : . u
z
2 ¢ 5 10 15 20 25 30 ..eie ISCIASER
g -0,05 -
e | e u
e
W00 4 essvassrssassinsssssaisonvangissenssosse
-0,15 J

Calibrado por:
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BALANZA

20/6-09-3¢
C:i/2506i#/0

L R 0
ano
LABORATORIO NACIONAL DE METROLOGIA
DIVISION MECANICA
Laboratorio de Pesas y Medidas
Namero de certificado: LNM-PyM-2016-1056 Adhesivo N°:4189
Fecha de Calibracién: 2016-09-28
Instrumento de Medida: BALANZA
Marca: METTLER TOLEDO
Modelo o Tipo: AX 205 Delta Range
Serie: 1125061710
Capacidad: 220 g
Divisién de escala Real (d): 0,0001 g (0a80ig d=0,00001 g e=0.001g
Div. de escala de Verif. (e): 0,001 g >80ga220g d=0.000% g e=0001g
Dispositivo de lectura: Digital
Clase de exactitud: |
Codigo de Identificacién: EAFQ-009
Propietario: ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO MICROBIOLOGICO DEL ECUADOR CIA. LTDA.
Direccién: Pasaje sin N3-62 y Simén Bolivar Urb. La Armenia 1 Puente 9
Localizacién: Area Fisico Quimico Seccién Preparacién de Muestras
Observaciones: ******
Declaracién de f idad: La balanza se aprueba en el rango ensayado

El Servicio Ecuatoriano de annalizadén. realizé en las instalaciones de la empresa, la calibracion de la balanza arriba
descrita, uilizando Patrones de referencia trazables a la unidad de masa del Sistema Internacional de Unidades, S, y al
patrén nacional, pertenecientes al Laboratorio Nacional de Metrologia.

La calibracion fue realizada bajo un Sistema de Gestién de la Calidad conforme con la NTE INEN-ISO/IEC 17025:2006

Los resultados de la calibracién y su incertidumbre se exponen en las paginas siguientes y son parte de este documento
ademas se refieren al momento y condiciones en que se realizé la calibracion.

El LNM no se responsabiliza de los perjuicios que pueda ocasionar el uso inadecuado del instrumento calibrado.

Es responsabilidad del cliente establecer la fecha de una nueva calibracién del instrumento. El tiempo de validez de los
resultados contenidos en este certificado, depende tanto de las caracteristicas del instrumento como de las practicas de
manejo y uso.

El usuario esté obligado a tener el instrumento recalibrado en intervalos apropiados.

El presente certificado de calibracion certifica los valores obtenidos expresados como los resultados de las calibraciones y
no constituye un certificado de aptitud para el uso del patrén, instrumento o equipo.

Este documento no significa certificacion de calidad y no debe ser utilizado con fines publicitarios. Prohibida su
reproduccion parcial, la reproduccién total debera hacerse con la autorizacién escrita de la Direccion Ejecutiva.

J
Fecha de emisién: 2016.09-19 [
. \ afreCim i

Sr. Alberto Teran
Jefe del Laboratorio de Pesas y Medidas
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Propletario:
Numero de certificado:
Fecha de Calibracién:

ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO MICROBIOLOGICO DEL ECUADOR CIA LTDA

LNM-PyM-2016-1056
2016-09-28

Método utilizado: Procedimiento para la calibracién de instrumentos para pesar de funcionamiento no automatico

LNM PC 27

Referencias: Los resultados de los ensayos de excentricidad, carga y repetibilidad son evaluados con los errores

Patrones utilizados:

e.m.p.,

Pesas de clase F1

idos en la norma NTE INEN -OIML R 76-1:2013

Certificado de Calibracién: LNMI-M-2016-058

1. ENSAYO DE EXCENTRICIDAD (Exc.)

Posicion 1 P 12 Posicion 3 P 6n4 | Exc. Max. e.m.p.
g g g g g g
Lectura 49,99990 49,99982 49,99985 49,99988 0,00008 + 0,001
2. ENSAYO DE CARGA
LECTURA | LECTURA ERROR ERROR
CARGA ASC. DESC. ASC. DESC. HISTERESIS| e.m.p.
g 9 g g g g g
1 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 £ 0,001
2 0,10001 0,10002 0,10001 0,00001 0.00000 -0,00001
3 0,20001 0,20001 0,20004 0.00000 0.00003 0.00003
4 0,30002 0,30002 0,30004 0,00000 0.00002 0.00002
5 0,50001 0,50004 0,50007 0,00003 0.00006 0.00003
6 0,99999 1,00007 1,00007 0,00008 0.00008 0.00000
7 1,99998 1,99999 1,99997 0,00001 -0,00001 -0.00002
8 2,99997 3,00002 3,00001 0,00005 0.00004 -0,00001
9 4,99998 4,99998 5,00008 0,00000 0,00010 0,00010
10 9,99998 9,99996 10,00004 -0,00002 0,00006 0,00008
11 19,99996 19,99996 19,99998 0,00000 0,00002 0,00002
12 29,99995 29,99993 29,99991 -0,00002 -0,00004 -0,00002
13 49,99998 49,99982 49,99982 -0,00016 -0,00016 0,00000 v
14 99,9996 99,9993 99,9992 -0,0003 -0,0004 -0,0001 + 0,002
15 199,9997 199,9991 199,9989 -0,0006 -0,0008 -0,0002 v
16
3. ENSAYO DE REPETIBILIDAD
Capacidad Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3 Lectura 4 Lectura5 | Lectura 6
g g o g 9 g
{MEDIA 99,9992 99,9992 99,9993 99,9993 99,9992 | 99,9992
Capacidad Dif. Max. e.m.p.
g g
|MEDIA 0,0001 + 0,002
Incertidumbre de calibracién: 0,00026 g K=2
EVALUACION
Ensayos

|_Cumplimiento con e.m.p.|

Excent. Carga Repet.
umple umple umple

CONCLUSION:
OBSERVACIONES:

Calibrado por:

LA BALANZA SE APRUEBA EN EL RANGO ENSAYADO

rwanan

el 7~

Revisado por:

Tigo. Francisco Cevallos
Técnico del Laboratorio
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Propietario: ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DEL ECUADOR CIA. LTD2
Namero de certificado: LNM-V-2016-359
Fecha de Calibracién: 2016-07-15

CONDICIONES AMBIENTALES DEL ENSAYO

TEMPERATURA: (20 3) °C
PRESION ATM.: (733 a 747) hPa
HUMEDAD REL.: (50 £ 10) %

METODO UTILIZADO: LNM PC 13, Procedimiento para calibracién de recipientes volumétricos método gravimeétrico,
basado en la Norma Internacional ISO 4 787, Material volumétrico - Meétodos de prueba para la capacidad y para el uso

INCERTIDUMBRE DE MEDIDA: La incertidumbre expandida de medida informada se ha obtenido multiplicando la
incertidumbre estandar de medida por el factor de cobertura k=2 que, para una distribucién normal corresponde a una
probabilidad de cobertura de aproximadamente el 95%: y, se le estimé de acuerdo al documento "Guide to the
Expression of the Uncertainty in Measurement” de la ISO.

EQUIPO UTILIZADO: Balanza Mettler Toledo XP504, capacidad 520g, resolucién 0,1mg; certificado: LNMI-PyM-
2015-006

PATRON UTILIZADO:  Agua des ionizada.
ESTADO DE RECEPCION DEL INSTRUMENTO

Marcas de escala visibles Conforme
Libre de impurezas adheridas al recipiente Conforme
No presenta roturas ni rajaduras Conforme
Nota:
RESULTADOS OBTENIDOS
ERROR MAXIMO PERMITIDO
VOLUMEN NOMINAL | VOLUMEN MEDIDO ERROR (1SO 385:2005) INCERTIDUMBRE
(20°C) (k=2)
Clase A Clase B
mi mi ml + mi £ mi = ml
25 2,52 0,02 0,05 0,10 0,02
12,5 12,55 0,05 0,05 0,10 0,02
25 25,03 0,03 0,05 0,10 0,02
0,15 -
w 0,10 4 ceecees esecessssccnsen wsssanesa esesssnses
] RROR
——
§ 0,05 ¢ ——
] {___—/ £ Toee—— ——— LSCLASE A
& 0,00 v . - ; : i u
% 5 10 15 20 25 30 ... ISCLASEB
-0,05
I u
&

Calibrado por:
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ANEXO C



INSTALACION DE EQUIPOS

HPLC

Buapimig AcesTa

CERTIFICADO DE INSTALACION No. 0003502015

[ FECHA ACTIVIDAD [ FECHAEMISION |
[ 27 | o6 [ 2015 [ 30 | 07 [ 2015 |
DATOS PERSONALES | DATOS DEL CLIENTE
NOMBRE DE LA EMPRESA NOMBRE DE LA EMPRESA
BLADIMIR ACOSTA EQUIPOS Y REACTIVOS ECUACHEMLAB CIA LTDA
RESPONSABLE DEL TRABAJO RESPONSABLE | Quim. Alim Tania Bastidas

Ramiro Aguirre/ Bladimir Acosta AREA DE TRABAJO | FISICOQUIMICO
RUC 1713597845001 — |[RuUC 1792599512001 1
DIRECCION | Pintag Barrio San Isidro DIRECCION Pasaje S/N N3-62 y Simén Bolivar
Sincholagua S/N
TEEFONO 2592898 / 0999441402 TELEFONO 026007470
| E-MAIL bladyacosta@gmail.com E-MAIL ecuachemlab@gmail com
HPLC 002
| DESCRIPCION GENERICA
| EQUIPO BOMBA No DE SERIE 291N30901701
| MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25°C
| MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%
| DESCRIPCION DE ACTIVIDADES e
® Verificacion de operacién del Display y LED
* Verificacion de limites de presion
e Verificacién de flujo
e Purga de lineas

» Verificacion de cafleria completa

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY /LED

PARAMETROS

APROBADO

NO APROBADO

LED

DISPLAY

PRUEBA DE PRESION

PARAMETROS

APROBADO

NO APROBADO

P.MIN 200pst

x

PMAX

X
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Brapimig Acosta
EQUIPOS Y REACTIVOS

MEDICIONES EFECTUADAS
PRUEBA DE FLUJO
PARAMETROS VO’fLMEN PASA | NOPASA
Flujo 1 100
Flujo 2 100
Flujo 3 100
Flujo 4 10.0
Flujos 100
Flujo Promedio 100 x
DESCRIPCION GENERICA
EQUIPO DETECTOR UV VIS No DE SERIE 292N3090604
MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25°C
MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%
DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
e Limpieza interior y exterior del equipo.
®_Verificacién de operacion del Display y LED
| MEDICIONES EFECTUADAS -
‘ DISPLAY/LED
: PARAMETROS | APROBADO | NO APROBADO
LED X
DISPLAY x
ENERGIA DE LAMPARAS
PARAMETROS ENERGIA | APROBADO | NO APROBADO

Energia de

D2 20

__Energia de limpara W 540
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Biapimiz AcesTa
[EQUIPOS Y REACTIVOS)

 DESCRIPCION GENERICA

EQUIPO

DETECTOR INDICE DE
REFRACCION

No DE SERIE

2822J01221

MARCA

HEWLETT PACKARD

TEMP. AMBIENTE

25°C

MODELO

HP 1047 A

HUMEDAD AMBIENTE

45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

e Limpieza interior y exterior del equipo.

® Verificacion de operacién del Display y LED

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY/LED

PARAMETROS | APROBADO NO APROBADO

LED

X

DISPLAY X

SENSRSSEN e

DESCRIPCION GENERICA

EQUIPO

AUTOMUESTREADOR

No DE SERIE

293N0102807

MARCA

PERKIN ELMER

TEMP. AMBIENTE

25°C

"MODELO

SERIE 200

HUMEDAD AMBIENTE

45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

¢ Limpieza interior y exterior del equipo.
e Verificacién de operacion del Display y LED

e Verificacion de posicionamiento de la aguja de inyeccién
L]

Verificacién de flush

| MEDICIONES EFECTUADAS

{ DISPLAY/ LED

PARAMETROS

APROBADO NO APROBADO

LED

x

DISPLAY

x

' SENSOR DE POSICION

PARAMETROS | POSICION # | MENSAJE ERROR

Vial

i

3

APROBADO |  NO APROBADO
1

X

Vial

T

43

| Vial

75

_Vial

t
i

100

X
X
X
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EQUIPOS Y REACTIVOS

DESCRIPCION GENERICA

EQUIPO HORNO DE COLUMNA No DE SERIE

OVI010615572

MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE

25°%C

MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE

45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

e Limpieza interior y exterior del equipo.
e Verificacion de operacién del Display y LED
e Verificacion de funcionamiento de temperatura

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY /LED

PARAMETROS APROBADO NO APROBADO

LED 1 <
!
DISPLAY | x

DESCRIPCION GENERICA

EQUIPO DESGASIFICADOR No DE SERIE

11100797

MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE

| 25°C

MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE

[45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

e Limpieza interior y exterior del equipo.

e Verificacion de operacion del Display y LED
® Verificacion de lineas

e Instalacion de buzos

e Verificacion de burbujas

MEDICIONES EFECTUADAS

LINEAS

PARAMETROS | APROBADO NO APROBADO

LINEA 1 I
LINEA2Z |
LINEA 3 i
LINEA 4

x| xnr

P
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Biapimig Acesta

SISTEMA HPLC

PRUEBA DE DESEMPENO DEL SISTEMA
Procedimiento.

1. Realizar 566 inyecciones de un estdndar o una muestra.

2. Tomar los valores de 4reas y realizar estadisticos: media, desviacion estandar y coeficiente de

variacion. B
Muestra: Aziicares

Dato Ne Area Tiempo Retencién Cromatograma
| 180444.406 7,923 | Azucares260820150013
2 178738,406 7,932 | Azucares260820150014
3 175832,797 7.923 | Azucares260820150015
4 177492,406 7.915 | Azucares260820150016
5 177121,406 7.915 | Azucares260820150017
6 176146,297 7.915 | Azucares260820150018

Media 1776292863 7,9205

Desvest 1723,853539 0,006862944

CV% 0,970478222 0,086647863

PARAMETROS PASA NOPASA

SDR <5% X

INSTALACION

Una vez realizadas la pruebas descritas, el equipo se encuentra en correcto funcionamiento se recomienda |

una limpieza adecuada del equipo.

Nots: Low resulzadon ensitidos extdn relacsonsdos com ¢l equipo arrite descrite, < certificads mo pusde ser raprodecick

o v tnahdat 2ahy sunesacrn del chemts

NOMBRE Y FIRMA DE LA EMPRESA

e

e > e

—

,1/ , 4
/_\.( P
B . 2%
/ (= R Ch e

i

s.J Le

( (__Dr. Bladimir Acosta
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ANEXO D



CERTIFICADO DEL ESTANDAR

fi60 Tower Lanee P O Bax 599 « Wes Chester, PA 19381-0599
}-800452-9904 » 1-610-692-3026 * Fax 1-610-692-8729
wfoichemsevice.com ¢ www chemservice com

CERTIFICATE OF ANALYSIS
L-Ascorbic acid
CATALOG NUMBER N-12301-1G
LOT NUMBER 3489400
DATE CERTIFIED 01/08/15
EXPIRATION DATE 01731722
CAS NUMBER 50-81-7
MOLECULAR FORMULA C8H806
~—  MOLECULAR WEIGHT 176.12
STORAGE Store in 2 cool dry piace.
HANDLING See MSDS
INTENDED USE For laboratory use only
ISO GUIDE 34 CERTIFIED []
Analytical Test Value
% PURITY (HPLC) %95

Chem Service, Inc. guarantees the purity to be +/- 0.5% deviation prior to the expiration date
shown on the label and exclusive of any customer contamination.

—_—
Centified By:
Diany bk & bonmcll
Mary Beth O"Donnell
CSMTC
COA Form g
Revision 3 (32015) L R
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660 Tower Lanes P O Box 599 « West Chester, PA 19381-0500
1-800-452-9994 & |-610-692-3026 * Fax 1-610-692-8729

info@ichemservice com  www chemservice com
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Injection Dase :Thu, B. Jan. 2015 Locatiom : ¥aal 2
Sample Name :N-12302 Inj. No. ) o
Acg Operator & Inj. Vol. : 3 pz
Coluemn :Eclipse XDB-CI8 4.6 X 150mm Smicron
C: \Che=22\1 \METHODS \COLUMN WASH.M
nm
A o
3 o
1500
1000
5004
o L
"r.i.--lr..é...i.-.{an'

Sigmal I: VWDI 2, Wavelength=245 n=

iNmak RT Type Widch Area ! Area ¥
fmin? ¢ Iminm]
3 l.3z2i8B ! ©0.055 B78&.B4€  100.000
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ANEXO E



CERTIFICADO MATERIAL VOLUMETTRICO

BALON DE 25 mL

WWW., l.”co"bll:o"ﬂ
VoL

UMETRIC FLASK CLASS A s,
e

CATALOGUE NO
NOMINAL VOLUME
TOLERANCE
COMPLIANCE

BATCH NO

MEAN VOLUME

C  fAINED
STANDARD DEVIATION
TESTING DEVICE NAME
BALANCE

WEIGHTS
THERMOMETER

OPERATOR
DATE OF ISSUE

Www.glasscolabs.c
VOL

130.202.03 o5 9001:2008
25.00 mi
+0.040 m|
ISO 1042:1908
00.14

24,997 m|

0.007 mi
SARTORIUS
ABAL-10.‘209/0.001Q
259

DM-18;-50 to300
DEG C/0.1DEG ¢
BINDU

02.09.14

CERTIFICATE
Batoh fested n IS0 17025:2006 certfed kaboratory

BATCH TEST

UMETRIC FLASK CLASS A )

CATALOGUE NO
NOMINAL VOLUME
TOLERANCE
COMPLIANCE

BATCH NO

MEAN VOLUME
CONTAINED

ST. )ARD DEVIATION
TESTING DEVICE NAME
BALANCE

WEIGHTS
THERMOMETER

OPERATOR
DATE OF ISSUE

96

130.202.03 1SO 9001:2008
25.00 mi
*0.040 m|
ISO 1042:1998
09.14

RTIFICATE

24.997 mi

0.007 m|
SARTORIUS
ABAL-10,420g/0.001g
25g

DM-18;-50 to300

DEG C/0.1DEG ¢
BINDU

02.09.14

—————————

mmmsmmmmhhmy

BATCH TEST CE



BALON 50 mL

www.glasscolabs.com

VOLUMETRIC FLASK CLASS A

CATALOGUE NO
NOMINAL VOLUME

" TOLERANCE

COMPLIANCE

BATCH NO

MEAN VOLUME

C. .TAINED
STANDARD DEVIATION
TESTING DEVICE NAME
BALANCE

WEIGHTS
THERMOMETER

OPERATOR
DATE OF ISSUE

www.glasscolabs.com

VOLUMETRIC FLASK CLASS A

CATALOGUE NO
NOMINAL VOLUME
TOLERANCE
COMPLIANCE

BATCH NO

MEAN VOLUME
CANTAINED

S _ADARD DEVIATION
TESTING DEVICE NAME
BALANCE

WEIGHTS
THERMOMETER

OPERATOR
DATE OF ISSUE

97

J

kg

130.202.04 1SO 9001:2008
50.00 mi S
+0.080 m| < f
ISO 1042:1998 g
09.14 E g
49.969 m| -
0.012 ml 0 g
SARTORIUS hE
ABAL-10,420g/0.001g Ws
50g &
DM-18;-50 to300 I l
DEG C/0.1DEG C g
BINDU < i
02.09.14

——

L

AS3C

130.202.04 1SO §001:
50.00 mi

+0.060 mi

I1SO 1042:1998

09.14

CATE

mmaoimmmw_

49.969 m|

0.012 m|
SARTORIUS
ABAL-10,420g/0.001g
50g

DM-18;-50 10300

DEG C/0.1DEG C
BINDU

02.08.14

BATCH TEST CERTIFI

|



BALON DE 200 mL

wwwaluuohbs.aom

VQLUMETRIC FLASK ¢

C/  Logue NO
NOMINAL VOLUmME
TOLERANCE
COMPLIANCE

BATCH No

MEAN VOLUME
CONTAINED
STANDARD DEViATION
TESTING DEVICE NAME
BALANCE

WEIGHTS
THERMOMETER

OPERATOR
DATE of ISSUE

LASS A Qquuscs
130.202.06 g9 8007:
200.00 m
£0.15 m)

ISO 1042/D1N 12664
11.10

199.948 m
0.033 my
SARTORIUS
ABAL-03.4209/0.0019
AUTO

DM-05;.50 to150

DEG C/0.1DEG ¢
MONCA

11.01.19
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BALON DE 500 mL

DURAN® MESSKOLBEN (NS 1028)
DURAN® VOLUMETRIC FLASK (NS 1926)

216784406

13.06

500,0000 mi
£0,2500 mi

DIN EN ISO 1042

500,0054 mi
0,0255 mi
LA32000 GTMUFY
2009 +15.35°C
00019 02%MB
U. Below

02.10.2013
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ANEXO F



INSTRUCTIVO
PROCEDIMIENTO PA-FQ 206

Laboratorio Quimico y Microbiolégice del Ecundor

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Edicion: 01 |
Documento: | PA-FQ-206
Pagina: 1des

DETERMINACION DE VITAMINA C (Acido Ascérbico)
METODO CROMATOGRAFICO HPLC

i ECUACHEMLAB (
—
|

1. OBJETIVO:

Establecer las directrices necesarias para realizar la determinacion de Vitamina C (acido

ascdrbico) en alimentos por cromatografia HPLC.
2. ALCANCE
Es aplicable a todos los alimentos de:

Cereales y derivados
Frutas y derivados

Y en cualquier tipo de muestra donde el método sea aplicable.

3. PRINCIPIO

Consiste en la extraccién de la Vitamina C (Acido ascérbico) de la muestra formando
un complejo con 4cido acético y acido meta fosforico, liberando el acido ascérbico de la
muestra, para luego ser leido por HPLC, principio activo que es detectado por una

longitud de onda de 254 nm.

4. PREPARACION DE MUESTRAS

e El manejo de las muestras se realiza en base al procedimiento Instructivo de
Transporte, Manipulacién, Recepcion, Proteccion, y Disposicion de las muestras 1G-

01-5.8.

e Homogenizar la muestra mediante agitacion en el propio envase, antes de realizar el

tratamiento de la muestra.

5. LIMITE DE CUANTIFICACION
* No determinado

6. RANGO DE TRABAJO

e No determinado

El?rbomdg por: Revisado por: Aprobado por: |
ayifaskdnd e Yo plat o |

1. AL Tania Bastidas Quim. AL Gabriela Delgado Wu
i.lefe Area Fisico Quimico Gerencia de Calidad General i
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CUACHEMLAB (

Laboratorio Quimico y Microbiologico del Ecuador
| Edicién: 01
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS | Documento: | PA-FQ-206
Pagina: 2des

DETERMINACION DE VITAMINA C (Acido Ascérbico)
METODO CROMATOGRAFICO HPLC

7. EQUIPOS

Balanza Analitica EAFQ - 009
Licuadora EFQ - 017

HPLC EAFQ - 022

Ultrasonido EAFQ - 003

Pipeta automatica EAFQ - 006
Columna C18 250 x 150 mm, Sum
Papel filtro

Balones aforados de 50 mi y 25 ml
Viales para Hplc

Micro filtro de poro 0,45 pm

8. REACTIVOS

Agua grado 1

Acido meta Fosférico
Acido Acético Glacial
Fosfato di 4acido de Potasio

9. MATERIALES DE REFERENCIA
e Estindar de Acido Ascorbico MR - 39

10. NORMAS DE SEGURIDAD Y VERIFICACION DE LOS EQUIPOS

e Verificar que la balanza se encuentre calibrada, limpia y en perfectas condiciones.

e Verificar que el HPLC se encuentre en las condiciones adecuadas antes de proceder

con el ensayo.

11. PROCEDIMIENTO

11.1 PREPARACION DE REACTIVOS:

Solucién de Acido Acético Glacial: En un balon aforado de 200 ml agregar 40 ml de

acido acético Glacial y llevar a volumen con agua grado L.

Solucién Extractora: pesar aproximadamente 15 g de Acido Meta fosforico, disolver
con 200 ml de la solucién de Acido Acético en un balén de 500ml, llevar al ultrasonido

hasta que se disuelva completamente y luego aforar con agua grado 1.
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CUACHEMLAB (

Laboratorio Quimico v Mig robiolagico del Ecuados
Edicion: 01 N
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS Documento: | PA-FQ-206
Pégina: 3des

DETERMINACION DE VITAMINA C (Acido Ascérbico)
METODO CROMATOGRAFICO HPLC

Fosfato di dcido de Potasio 0,1 M: pesar 13,6 g y aforar con agua grado 1 en un balén

de 1000 ml, llevar a pH 2,5 con Acido Fosférico.

11.2 PREPARACION DEL ESTANDAR:

® Pesar alrededor de 25 mg de estandar de Acido Ascérbico en un balén volumétrico

de 50 ml y disolver con solucién extractora.

® Ultrasonar por 10 minutos o hasta disolucion, retirar v enfriar; después llevar a
volumen, tomar una alicuota de 1 ml a un balén aforado de 10 ml y enrazar con

solucion extractora, micro filtrar en micro filtro de poro de 0,45 pm y leer.

Csr(mg/ml)= geginge *1* alicuota, *
Aforo;, * Aforo,
Dénde:
Csracmo ascorsico = CONCeEntracion del estdndar en mg/ml
£ estindar = peso en gramos de estandar
Aforo,; = primer aforo (50 ml)
alicuota, = primera alicuota (1 ml)
Aforo, = segundo aforo (10 ml)

11.3 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION:

1000

* De la solucién anterior preparar 4 estandares acorde a la siguiente tabla:

Esténdar de Acido Alicuota Concentracién
Ascérbico (ml) (mg/ml)
1 0.1 0.005
2 0.5 0.025
3 28 0.125
4 5.0 0.250
5 i 0.375

¢ Las alicuotas anteriores, aforar en balones volumétricos de 10 ml con solucién
extractora, ultrasonar durante 5 minutos, microfiltrar y colocar en viales.
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UACHEMLAB (;

]

Laboratorio Quimico y Micrebiologicn del Ecuados
Edicién: 01
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS Documento: | PA-FQ-206
| Pagina: d4de5

DETERMINACION DE VITAMINA C (Acido Ascérbico)
METODO CROMATOGRAFICO HPLC

_ |

11.4 PREPARACION DE LA MUESTRA:

¢ Pesar alrededor de 1g de muestra cuando la muestra sea sélida en un balén aforado
de 25 ml.

Cuando la muestra sea liquida pesar alrededor de 2g en un balén aforado de 25 ml.
Llevar al ultrasonido por 5 minutos o hasta disolucion de la muestra, retirar la

muestra y dejar que se enfrié, inmediatamente llevar a volumen con solucion
extractora.

e Filtrar por papel filtro normal y tomar una alicuota de muestra para micro filtrar por
micro filtro de poro 0.45 um y leer.

11.5 CONDICIONES CROMATROGRAFICAS:

Columna: C18 250 x 150 mm, 5um

Temperatura: 30%

Fase Mévil: Fosfato di acido de potasio 0.1m (pH: 2.5): Agua grado I
(90:10)

Flujo: 0,5 ml/min

Deteccién: UV 254 nm

Volumen de Inyecci6n: 5ul

12. CALCULO Y REPORTE DE RESULTADOS
Calcular los mg de Acido Ascérbico por 100g, en la hoja de calculo respectivo.

Del andlisis se reporta los resultados como mg/100 g, en el Registro de Resultados R-
03-4.1 de la Orden de Trabajo correspondiente.

13. CRITERIO DE ACEPTACION Y RECHAZO

® Ladeterminacién se hace con una sola medida, se asegura el resultado mediante el
Programa de Aseguramiento de Resultados P-01-5.9, y se aplicaran los criterios para
cada prueba.
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ANEXO G



CERTIFICADOS DE ANALISIS

Acido meta fosférico

150 9001-2008 REGISTERED

Product Name

Mol. Formula - (HPO.),
Code no 05256

CAS No - 37267-86-0
Lot no -A100741406
Mfg date - JUN-2014
Exp date - MAY-2018
BN

1 Descnpnon
2 Assay fas HP01
3 |4 ssay (as NaPOﬂ
4 | Chlonde (C!l

it ‘?“o—

‘ 5 ! Nitrate N01)

i Reducmg substance (as

| HsPO,)
7 | Arsenic (As)
8 Lead(Pb)
é 7 Cadm'um (Cd) -
‘0 lron (Fe»
11 Cobah {Co) -
12_~ EOpDerlC ) :
”‘3 | Manganeseanr
. 14 | Nickel (Ni) -

15 | ch (Zn)

‘ Specifications

CERTIFICATE OF ANALYSIS

meta-PHOSPHORIC ACID AR

White glacial sticks

S M

; Max 0 001%

: Max 0 001%

{ Ma! 0 001%

Max 0. DDOS%

‘ Max.0.01%

Max 0 OOO‘)“/r

Max0001‘3c

T Max 0.001%
Max 0.0015%

Max 0 001 %

| Max 0 000‘3

Max 0 001

' Results

xO 00"

Ehermie

LABORATORY REAGENTS
& FINE CHEMICALS

Analyzed on - 07/06/14

White glacial sticks

—e———y

59 57% |
40 3%

| <0 0005% i

| <0 01% i

<0 0001“

<0 001 ’.{-

| <0.001% -
[ <0 0015%

_ \n oov%

This above product compiies as per the specifications of LOBA CHEMIE PVT. LTD.

LOBA/QC/FM/01

L((
/>\

Ttis document has been produced electronically and it s valid without signature.

Nores PlotNo D-22. MIDC. Tarapur Industrial Avea. Tarapur, Bosar, Taluka- Paighar. Dst Thane, Pin401506 Tel 91 02525- 278163/64/85
Regd office 107 Wode House Road, Jehanghr Vila Colaba. Mumbai- 400005 Tel 91 22 5663 6663, Fax 91 22 22151098
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Acetonitrilo

fix v

Certificate of Analysis 2094 4
1.00030.4000 Acetonitrile gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv® Reag. Ph
Eur
Batch 1832030
Batch Values
Purity (GC) 2999 %
Identity {IR) conforms
Evaporation residue £20 mg/l
Walter <0.02 %
Colour <10 Hazen
= Density (d 20 “C/20 °C) 0.78
Refractive index (n 20/D) 1.344
Boiling range (80-82°C) 205 % (viv)
Acidity £0.0002 meq/g
Alkalinity £0.0002 meg/g
Gradient grade (at 210 nm) 0.1 mAU
Gradient grade (at 254 nm) 0.1 mAU
Flucrescence (as quinine at 254 nm) 0.1 ppb
Fluorescence (as quinine al 365 nm) 0.1 ppb
Transmission (at 193 nm) 74 %
Transmission (at 185 nm) 88 9
Transmission (from 230 nm) 298 %
Filtered by 0.2 pm filter.
Suitable for UPLC / UHPLC /Ultra HPLC - instruments.
Conforms ta A for ch and A R1 g to Reag.Ph Eur:

mmnwmdmshwwmnmny.

Date of release (DD.MM.YYYY) 29.04.2016

AR Minimum shetf life (DD.MM.YYYY) 30.04.2019
Dr. Ute Volkwein
Responsibie sboratory manager quahty control
This has been pi y and is valid without a signature.
Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germanv): +49 6151 72-0 Pace 1 of 1
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Fosfato monobasico de potasio

LABORATORY REAGENTS
& FINE CHEMICALS

IS0 9001-2008 REGISTERED

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Analyzed on: - 14/01/15
Product Name : - POASSIUM DIHYDROGEN ORTHOPHOSPHATE ANHYDROUS AR/ACS

Mol. Formula : - KH,PO,

Mol. Weight  : - 136.09

Code no. :- 056357

CAS No. 1 =7778-77-0

Lot no. : -B145841501

Mfg date : - JAN-2015

Exp date : -DEC-2019

% Tests Specifications Results

1 | Description White crystalline powder White crystalline powder
2 | Assay (By acidimetry) Min. 99.5% 100.33%
3 | pH (5% in water at 25°C) 411045 45
4 | Insoluble matter in water Max. 0.01% 0.01%
5 | Chiloride (Cl) Max. 0.001% 0.00095%
6 | Sulphate (SO,) Max. 0.003% 0.0012%
7 | Total nitrogen (N) Max. 0.001% <0.001%
8 | Heavy metals (as Pb) Max. 0.001% 0.001%
9 | Iron (Fe) Max. 0.001% 0.000648%
10 | Sodium (Na) Max. 0.005% 0.00467%
14, | S GG RIDSTCE | i 0.2% 0.15%

This above product complies as per the specifications of LOBA CHEMIE PVT. LTD.

LOBA/QC/FM/01

This d has been produced el ity and It is valid without signature.

Works : Plot No. D-22, MIDC, Tarapur Industrial Area, Tarapur, Boisar, Taluka- Palghar, Dist. Palghar, Pin-401506 Tel: 91 02525- 300000300030
Regd office : 107 Wode House Road, Jehanghir Villa, Colaba, Mumbai — 400005 Tel: 91 22 6663 6663, Fax: 91 22 22151099

info@lobachemie.com. www.lobachemie.com
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ANEXO H



FOTOGRAFIAS

ULTRASONIDO CON MUESTRAS
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BALANZA ANALITICA
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