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HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

A lo largo de la historia de la humanidad se han reportado casos en donde el déficit de nutrientes
ha provocado graves problemas en la salud de las personas. En particular, se tiene el caso de la
epidemia del escorbuto, enfermedad causada por el déficit de acido ascérbico (vitamina C), que
tuvo lugar entre los siglos XV a XVIII principalmente en los navegantes de la época; en donde los
largos viajes y la dieta carente de 4cido ascorbico que debian llevar los marinos, propiciaban que
a los pocos meses de iniciados los viajes, padecieran de disnea, hipotermia, epistaxis y
hemorragias internas, para finalmente alcanzar la muerte [1]. Por otro lado, durante la época de
los griegos, Hipdcrates recetaba el consumo de higado de bacalao (rico en vitamina A y D) para el
tratamiento de la ceguera nocturna, problema que padecian los hombres pescadores de aquellos
afos. Inicialmente se creia que la ceguera era ocasionada por la sobreexposicion a la luz solar, mas
tarde, se descubrid que la causal de este padecimiento era la mala nutricion [2]. Lo anterior, entrega
una idea de la importancia que tiene una buena nutricion, junto con la ingesta adecuada de ciertos
nutrientes, fundamentales para el correcto funcionamiento del cuerpo, donde se encuentran las

vitaminas.

Las vitaminas son un grupo vasto y complejo de compuestos organicos, tipicamente accesibles a
través de la ingesta de alimentos ya que la mayoria de estas no son producidas por el cuerpo
humano, pero son esenciales para la buena salud de los organismos vivos [3]. Existen 13 vitaminas
esenciales que se pueden clasificar segin su solubilidad en hidrosolubles o liposolubles. Dentro
de las vitaminas hidrosolubles se encuentra el acido ascorbico (vitamina C) y el complejo
vitaminico B (tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B,), niacina (vitamina Bs;), acido
pantoténico (vitamina Bg), piridoxina (vitamina Bg), biotina (vitamina B-), acido félico (vitamina
By) y cianocobalamina (vitamina B;,)), estas vitaminas son utilizadas inmediatamente por el
sistema y son eliminadas por el rifdn a través de la orina. Las vitaminas liposolubles son retinol
(vitamina A), calciferol (vitamina D), tocoferol (vitamina E) y filoquinona (vitamina K), estas son
almacenadas por el tejido graso. Cada una de estas vitaminas, cumplen multiples funciones como
cofactores enzimaticos en una gran cantidad de procesos bioquimicos del organismo [4]. Tanto el

exceso como el déficit del contenido de estas vitaminas en el cuerpo, esta asociado con diversos



problemas de salud, ya que comprometen el sistema inmunologico, dificultan el crecimiento y el

normal desarrollo, causando morbilidad y mortalidad en el ser humano [5].

Durante las ultimas décadas, el estado nutricional de la vitamina D ha cobrado gran importancia
debido a que su deficiencia es altamente prevalente a nivel mundial y, ademas, por sus conocidos
efectos en el metabolismo 0seo, participacion en la diferenciacion y proliferacion celular, funcion
muscular, equilibrio, entre otros [6]. La vitamina D, es una molécula lipofilica compleja que
pertenece a una familia de pseudoesteroides con actividad bioldgica similar, que presenta hasta
veinticinco formas diferentes. El ergocalciferol (vitamina D,) y el colecalciferol (vitamina Ds) son
las formas principales y mas importantes de vitamina D, ambas actian como prohormonas, con
estructuras quimicas muy similares que solo difieren en la cadena lateral; siendo el colecalciferol,

la forma més comun de vitamina D en el cuerpo humano [7].

Colecalciferol
(vitamina D3)

Ergocalciferol
(vitamina D)

HO™ HO™

Figura 1 Estructura quimica del ergocalciferol (Vitamina D,) y del colecalciferol (Vitamina D).

El ergocalciferol o vitamina D, (VD,) denominado quimicamente como (9,10-seco(5Z,7E)-
5,7,10(19),22-ergostatetraeno-3f3-ol), es una forma vegetal de vitamina D, que se obtiene por la
radiacidn ultravioleta del ergosterol, un esteroide que se encuentra en las plantas y principalmente
en hongos. Debido a esto, el cuerpo humano puede obtener vitamina D en forma de VD, , mediante
la ingesta dietética de plantas y hongos ricos en esta vitamina. Es fisica, quimica y
nutricionalmente similar al colecalciferol [8], forma de vitamina D en la que se centrara este texto.
En la figura 1, se muestran las estructuras quimicas de las moléculas de ergocalciferol y
colecalciferol, donde se puede observar la similitud entre ambas vitaminas, las que difieren en
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virtud de la presencia de un doble enlace en el carbono 22, y un grupo metilo en el carbono 24 de

la cadena lateral de la VD,.

1.1.1 Colecalciferol (Vitamina D3)

El colecalciferol o vitamina D; (V D3;) denominado quimicamente como (9,10-seco(5Z,7E)-
5,7,10(19)-colestatrieno-3p3-o0l), es conocido cominmente como una vitamina liposoluble,
fundamental para el metabolismo del calcio y foésforo, el correcto crecimiento y el normal
desarrollo. El raquitismo es el principal trastorno causado por el déficit de esta vitamina,
actualmente también relacionada con muchas otras patologias, tales como la hipertension, diabetes

mellitus, cancer y otras enfermedades autoinmunes y cardiovasculares [9].

El colecalciferol, es sintetizado principalmente de manera enddgena, a partir de la exposicion a la
luz solar, la que actua sobre el 7-deshidrocolesterol (provitamina D3) presente en la piel, iniciando
una serie de transformaciones que daran como resultado la formacion de vitamina D5, como se
muestra en la figura 2. A nivel estructural, la irradiaciéon sobre la provitamina D; provoca la
apertura del anillo B de este esteroide precursor en el enlace 9-10 carbono-carbono, dando paso a
la posterior formaciéon de la prohormona seco-esteroide, colecalciferol, la que debido a esta

apertura de anillo posee una excepcional actividad antirraquitica [10].
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(7-DHC) (VD3)

Figura 2 Resumen esquemadtico de la sintesis de colecalciferol (V D) a partir de su provitamina
(7-DHC). (Adaptado de Cholecalciferol: Properties and Determination por A.K.
Hewavitharana, F.P. Gomes (2016)).



El colecalciferol como tal no es biolégicamente activo, y se ha demostrado que los importantes
efectos bioldgicos que posee esta vitamina son logrados como consecuencia del metabolismo de
la misma, en el higado y posteriormente en el riiidén, dando lugar a la transformacién en su forma
activa, que actuara en distintos 6rganos objetivos. Los dos metabolitos principales de esta vitamina
son el calcidiol (25-hidroxy vitamina D3) y el calcitriol (1,25-dihidroxy vitamina D3) [11]; donde
este ultimo metabolito, es la forma biolégicamente activa de la vitamina D5 y el responsable de
apoyar la mineralizacion, afectar el sistema inmunoldgico y ejercer importantes efectos en la
diferenciacion y proliferacion celular [12]. En la figura 3, se muestran los principales metabolitos

de la vitamina Dj;.

HO™" HO" OH

25-Hydroxyvitamin D; (Calcidiol) 1,25-Dihydroxyvitamin D (Calcitriol)

Figura 3 Estructuras quimicas de los principales metabolitos de la vitamina Ds.

La VD5 es una vitamina insoluble en agua, que debido a su alta lipofilicidad, se solubiliza
facilmente en una amplia variedad de disolventes organicos, incluidos los alcoholes y los
hidrocarburos clorados y no clorados; presenta la apariencia de un polvo cristalino blanco o
amarillento, y es facilmente degradada al exponerse a la luz, al oxigeno o a condiciones acidas

[13]. En la tabla I, se resumen las principales caracteristicas fisicoquimicas del colecalciferol.

Tabla | Propiedades fisicoquimicas del colecalciferol.

Propiedad Colecalciferol
Formula molecular Cy7H,,0
Peso molecular (g/mol) 384,62
pKa 14,74
Log P 9,085
A ax (OM) 264.5



Asi como el déficit causa ciertas enfermedades, también el exceso del consumo de esta vitamina,
tienen consecuencias toxicoldgicas en el organismo, ya que puede provocar complicaciones como
la hipercalcemia y calcificaciones metastasicas en las partes blandas [14]. Debido a esto, es

sumamente importante un control sobre los niveles del contenido de vitamina D en el cuerpo.

Hasta el momento, se ha hablado de los importantes efectos que tiene el déficit o el exceso del
contenido de esta vitamina en el cuerpo humano. En lo que respecta a los animales, la vitamina D,
también juega un rol crucial, debido a que los trastornos producto del déficit o el exceso de esta,
provocan el mismo impacto, independiente de la especie [15]. Es debido a lo anterior, que tanto
en animales de produccion, como lo son bovinos, ovinos, aves y cerdos, asi como también en
animales domésticos como perros y gatos, se utiliza la vitamina como suplemento nutricional junto
con otras vitaminas y sales minerales, en premezclas o aditivos que se incorporan en la

alimentacion del animal [16].

1.2. Antecedentes especificos

La Quimica Analitica, es una rama importante dentro de la Quimica, debido a que es la ciencia
encargada del estudio de la separacion, identificacion y determinacion de los componentes de una
muestra, permitiendo asi, un analisis tanto cuantitativo como cualitativo de la misma. El conjunto
de procedimientos que se realizan en un andlisis quimico, desde el muestreo hasta la obtencion e
interpretacion de los resultados, con la finalidad de determinar la composicion quimica de una
muestra, comprenden lo que se denomina proceso de medicidon analitico. Todos los métodos
analiticos, estan basados en la observacion de ciertas propiedades que presentan los elementos o
los grupos quimicos con los que se pueda deducir el comportamiento que va a presentar la muestra

a estudiar [17].

El conocer las propiedades fisicoquimicas de un determinado compuesto, resulta sumamente
importante a la hora de elegir un método para realizar el andlisis quimico de una muestra que
contenga nuestro analito de interés. La calidad de los resultados obtenidos va a depender
directamente del método escogido para llevar a cabo el analisis, asi como también de la
preparacion de la muestra, proceso que se lleva a cabo previo al andlisis del compuesto. Este
proceso de preparacion de la muestra va a depender del tipo de muestra que se desea analizar, y
puede incluir una serie de operaciones de distinta complejidad, cuyo objetivo es disminuir el efecto

matriz en la determinacion, eliminando la mayor cantidad de interferentes, y asi prepararlo de



mejor manera para el instrumento que lo va a medir, proceso que ademas de la eliminacion de
interferencias, involucra un aumento en la concentracion del analito de interés en una muestra
dada. La preparacion de muestra es un proceso muy importante dentro de un analisis quimico, y
el que por lo general conlleva més tiempo, ya que esta etapa comprende todos aquellos procesos
que se realizan desde que llega una muestra determinada al laboratorio, hasta justo antes de la
etapa de medicion (determinacion e identificacion) del analito. Por lo que una mala preparacion,
va a conducir indiscutiblemente a errores que no podran ser subsanados en etapas posteriores e
influird en los resultados obtenidos. La calidad de los resultados obtenidos, se evalian con una

serie de parametros analiticos (cifras de mérito) que dan cuenta de la validez de estos [18].

Segtin la literatura, los métodos mas utilizados para analizar y aislar vitaminas liposolubles, como
el colecalciferol, consiste en un método de saponificacion, seguido de una técnica de extraccion
con largos tiempos de procesamiento. La mayoria de los extractos para analizar vitaminas
liposolubles, se preparan utilizando disolventes orgéanicos toxicos, siendo los mas utilizados el éter
de petroéleo, el éter dietilico y el hexano [19]. Adicionalmente, se ha reportado que el método mas
comun para la determinacion y cuantificacion del contenido de V D5, consiste en la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), debido a las ventajas que presenta esta técnica con respecto a
otras técnicas usadas para determinar esta vitamina, ya que se adapta de muy buena manera a las
necesidades que requiere el analisis de este tipo de sustancias, considerando que es posible realizar
el andlisis a temperatura ambiente y sin la derivatizacidon del analito de interés [20, 21, 22]. En
estudios publicados, se ha probado la determinacion de colecalciferol utilizando cromatografia de
gases (GC), pero el procedimiento de preparacion de muestra para esta determinacion, implica una
mayor cantidad de etapas previas al analisis, lo que vuelve el procedimiento mas largo y laborioso,
generando una mayor cantidad de contaminantes, ya que la determinaciéon por GC implica la
derivatizacion de la vitamina para volatizarla y volverla termoestable, lo que hace esta
determinacion menos verde en comparacion con la determinacion mediante HPLC, que seria la
técnica mas adecuada para este analito [23]. De igual manera, los principales problemas que se
han sefialado para la determinaciéon del colecalciferol en matrices complejas como lo son las
premezclas nutricionales, matriz en la que se encuentra nuestro analito de interés en este caso
particular de estudio, es la existencia de multiples sustancias que pueden interferir con la correcta
determinacion de la vitamina, ademas, se ha informado que su naturaleza lipofilica, da lugar a

diversos problemas analiticos en la identificacion y cuantificacion de ésta [24].



En consecuencia, la principal desventaja de las técnicas actuales cominmente reportadas para el
analisis de las vitaminas, es que requieren el uso de disolventes organicos toxicos y largos tiempos
de procesamiento para llevar a cabo la determinacion, lo que debido al creciente interés de las
ultimas décadas por la contaminacién ambiental, se traduce en un grave problema en el mundo
cientifico, produciendo la necesidad de desarrollar metodologias mas rapidas y ecoeficientes para
llevar a cabo el estudio de la muestra, incorporando asi, procedimientos analiticos mas amigables
con el medio ambiente y la salud de los seres vivos, siguiendo los principios otorgados por la

quimica verde [25].

La quimica verde, surgié en la década de los 90, como resultado de la preocupacién por la
proteccion ambiental, y como una manera de combatir la creciente contaminaciéon que estaba
siendo provocada por la industria quimica. Durante esta década, se postularon 12 principios que
buscan proteger tanto al medio ambiente como la salud de las personas, reduciendo la
contaminacion por el uso de sustancias peligrosas, la generacion de desechos y previniendo asi la

contaminacion [26], los 12 principios se pueden observar en la figura 4.

12 Prevencién de

accidentes
11 Analisis en tiempo
real para evitar 1 Prevencion residuos

contaminacién

10 Generar productos
biodegradables f @
Principios
g Catalisis <:, d'E Ia
Quimica
Verde @

4 Disefio de productos
quimicos mas seguros

7 Usos de materias [ 5 Reducir sustancias

2 Economia del atomo

3 Sintesis de sustancias
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primas renovables auxiliares

6 Eficiencia enegética

Figura 4 Resumen esquematico de los 12 principios postulados por la quimica verde con el fin de evitar la
contaminacion ambiental y proteger la salud de las personas.



Junto con el concepto de quimica verde, comenzé el desarrollo de técnicas de extraccion
miniaturizadas, que cumplieran con los principios que la misma proponia. Dentro de estas técnicas
se encuentra la técnica de extraccion por dispersion de matriz en fase solida (MSPD), que es una
interesante metodologia que puede ser aplicada a una gran variedad de matrices, ademas cumple

con las caracteristicas de rapidez, eficiencia y bajo impacto ambiental [27].

1.2.1 Dispersion de matriz en fase solida (MSPD)

El andlisis de muestras complejas implica generalmente el uso de técnicas de extraccion que sean
capaces de conseguir una preparacion eficaz de la misma, tales como la extraccion liquido-liquido,
extraccion Soxhlet, el reflujo y la maceracion. Estas técnicas también llamadas técnicas
convencionales, han sido utilizadas ampliamente a lo largo de los afios. Sin embargo, estas
presentan una serie de desventajas como el tiempo que se necesita para llevar a cabo el método, la
gran cantidad de disolvente que requieren y, a menudo, presentan una reproducibilidad
insatisfactoria. Es por esto, que durante el ultimo tiempo la tendencia ha sido el desarrollo de
nuevos sistemas de extraccion miniaturizados, que cumplan con los principios de la quimica verde
y utilicen pequefia cantidad de disolventes que sean menos toxicos, durante la etapa de preparacion
de muestras; motivando asi, la aparicion de diversas técnicas de microextraccion, entre las que se

encuentra la dispersion de matriz en fase solida [28].

La dispersién de matriz en fase sdlida es un método de extraccion que fue introducido en el afio
1989 por Baker et al. Desde su introduccion, ha sido utilizada para aislar una amplia gama de
compuestos organicos como contaminantes o constituyentes naturales, a partir de una amplia
variedad de matrices complejas como muestras ambientales, muestras de plantas y de animales

[29].

La MSPD, es un método de preparacion de muestras que puede ser aplicado directamente en
muestras semisoélidas, solidas y viscosas. Una de las principales ventajas que presenta respecto a
técnicas convencionales, es que requiere una pequefia cantidad de muestra y de disolvente para
llevar a cabo el procedimiento de extraccion en algunos simples pasos; motivo por el cual ha
despertado el interés de quienes investigan, ya que contribuye a la simplificacion del proceso de
preparacion de muestras, a través de una técnica sencilla, genérica, rapida, rentable, ecoldgica,

adaptable a diversas aplicaciones [30], y en alianza con varios principios de la quimica verde.



El procedimiento para llevar a cabo la extraccion por MSPD, se puede describir en términos
generales en los siguientes pasos. En un mortero se realiza la mezcla directa de una fase sorbente
adecuada, con la muestra donde esté contenido el analito a extraer. Luego, el material mezclado
se transfiere y se empaqueta en una columna, donde se utiliza una secuencia de disolventes
apropiados para limpiar la columna o aislar directamente los compuestos de eleccion, esto se
realiza con la ayuda de un sistema de vacio [31]. En la figura 5, se muestra de manera esquematica

los pasos para llevar a cabo la extraccion seglin esta metodologia.

/
*

!

. " ; o5 * y
Sorbente Disperaion Hezola Solvente \ >

homogénea g
Muestra g\ r.ﬁ
——% Ny
»
4
S

Fritaypre  fe——d
columna

..

Muestra para
analisis

s

Vacio

Figura 5 Resumen esquemdtico de las etapas principales para llevar a cabo la extraccion MSPD, que se
basa en mezclar la muestra con una fase sorbente en un mortero, para luego eluir el analito con un
disolvente adecuado

Otra gran ventaja que presenta la extraccion MSPD, es la gran variedad de fases sorbentes entre
las que se puede elegir, ya que se trata de una técnica sumamente adaptable a las necesidades del
analito que se quiera estudiar. Durante los ultimos 20 afios, la creciente demanda de introducir
métodos analiticos fiables, eficientes y de alto rendimiento, ha provocado un aumento exponencial
del uso de materiales de extraccion sintéticos en el sector industrial, cuyos materiales son
fundamentales para poder aislar y cuantificar analitos tanto organicos como inorgéanicos de
diferentes matrices complejas [32]. Sin embargo, muchas de las fases sintéticas utilizadas no son
capaces de extraer una amplia gama de analitos de una manera eficiente de ciertas matrices, lo que
ha causado graves problemas en la obtencion de resultados confiables en el estudio de muestras

complejas. Por lo que, en los ultimos afios, se ha empezado a fomentar el uso de fases naturales
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en reemplazo de las fases tradicionales y sintéticas, siguiendo asi, los principios propuestos por la
quimica verde, y que, a su vez, han presentado mejoras sustanciales con respecto a las fases

tradicionales [33, 34].

1.2.2 Fases sorbentes naturales: corcho

Una fase natural que ha tomado el liderazgo entre las fases sorbentes naturales escogidas para
llevar a cabo la extraccion de analitos, es el corcho, esto debido a sus caracteristicas fisicoquimicas
que le permiten extraer de manera adecuada una amplia variedad de compuestos de diversas

matrices.

El corcho es una materia prima natural obtenida a partir de la corteza del alcornoque (Quercus
surber L.), dentro de sus principales caracteristicas se puede mencionar que es hidrofobico,
impermeable, aislante térmico y es uno de los materiales mas sostenibles debido a que posee una
huella de carbono negativa, ya que presenta bajas emisiones y una gran capacidad para capturar
CO0,, ayudando a la preservacion forestal, la conservacion de la biodiversidad y a la prevencion
de incendios forestales [35]. Los robles de corcho son una especie caracteristica endémica de los
bosques de Europa, principalmente de los bosques de Portugal y Espafia, que pueden vivir durante
siglos (200-250 afios) sobreviviendo a condiciones adversas tales como corte, pastoreo, sequia,
fuego, entre otras. Logran alcanzar una altura promedio de 15-20 m y se caracterizan por poseer
una corteza exterior gruesa aislante de hasta 20 cm de espesor y que va a conformar lo que se
conoce comunmente como corcho, esta corteza de corcho le da su relevancia econdémica y
ambiental, ya que es un material sumamente extrafio y valioso para la industria, que puede ser
removido del tronco del arbol sin poner en peligro al arbol en si, convirtiéndolo en un arbol tnico
en todo el mundo. Dicha corteza es removida en periodos de 9-14 afios dependiendo de la region
en la que se encuentre el bosque, y el arbol va generando nuevas capas de corteza de corcho de

manera anual [36].
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Figura 6 Arbol de Alcornoque (Quercus Surber L.) al cual se le estd removiendo la corteza exterior,
corcho.

Esta corteza exterior esta compuesta por un 45% de suberina, un 33% de polifenoles como lignina
y taninos, un 12% de celulosa, un 5% de ceras y un 5% de otros compuestos como agua y sales
minerales [37]. Su estructura molecular tiene forma de celdas huecas que se asemejan a la forma
de panal de abeja cuando se mira de manera radial, y con forma de pared de ladrillos al mirarla en
direccion transversal, lo que le permite al corcho tener cavidades internas que almacenan aire [38],

la estructura molecular del corcho vista a través de micrografia SEM, se muestra en la figura 7.

Figura 7 Micrografia SEM de células de corcho, donde se puede observar las celdas que lo componen

[38].

Debido a que el corcho estd compuesto mayoritariamente de suberina y lignina, seran estos
compuestos los principales responsables de las caracteristicas e interacciones de este material. La
suberina es un poliéster conformado principalmente por acidos grasos de cadena larga, que otorgan
el caracter alifatico que presenta esta molécula, siendo la suberina quien dota al material de
elasticidad, impermeabilidad y aislacion térmica, y es ademas responsable de la hidrofobicidad
que caracteriza al corcho. Por otro lado, la lignina, es un polimero compuesto principalmente por
alcoholes aromaticos, que permiten la interaccion del corcho con compuestos ligeramente polares,

y que, junto con la celulosa, forman microfibrillas rigidas que permiten que el corcho muestre
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resistencia al estiramiento. Siendo ambas macromoléculas las responsables de que el corcho pueda
interactuar con una amplia variedad de analitos a través de interacciones intermoleculares [39].

H CHy OCH,
OH

OH
OLignin

H

Figura 8 Estructuras quimicas de las macromoléculas suberina (a) y lignina (b), correspondientes a
los principales componentes del corcho.

Debido a esta capacidad del corcho de interactuar con diferentes analitos, resulta un material
sumamente interesante para ser utilizado como fase sorbente natural. En la literatura se ha
reportado el uso de corcho como fase sorbente natural, para extraer compuestos medianamente
apolares. Cerrato et al. en el aflo 2022, informaron el uso de corcho como fase sorbente en
muestreadores pasivos para el muestreo y la preconcentracion de triclosan en muestras de agua,
obteniendo valores de triclosan consistentes al utilizar corcho en muestreadores pasivos, en

comparacion a cuando se utilizaron otras técnicas de extraccion como RDSE [37].

Hasta el momento, no se ha reportado el uso de corcho como fase sorbente en la técnica MSPD
para la extraccion de compuestos altamente apolares como lo es el colecalciferol, de matrices tan

complejas como lo son las premezclas nutricionales de uso veterinario.
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1.2.3 Matriz en estudio: Premezcla nutricional

Las premezclas nutricionales de uso veterinario corresponden a mezclas de diferentes ingredientes
como aditivos, vitaminas y sales minerales de alto valor nutricional, que son empleadas en la
fabricacion de productos terminados, como los piensos, y que cumplen la funcidon de actuar como
un soporte asegurando la correcta distribucion de los micronutrientes requeridos por el animal, en

el alimento completo.

Las premezclas estudiadas, fueron proporcionadas por Veterquimica S.A., empresa dedicada a la
investigacion, formulacion y fabricacion de productos veterinarios destinados al cuidado de las

necesidades farmacologicas y nutricionales de distintos animales.

Debido a que las premezclas corresponden a mezclas compuestas por distintos ingredientes, se
trata de una matriz altamente compleja, cuyo principal desafio para la determinacion del contenido
de colecalciferol presente en esta matriz, viene dado por la alta cantidad de interferentes y las bajas
concentraciones en las que el analito se encuentra presente (50 Ul/g, equivalente a 1,25 pg/g). En
la figura 9, se muestra una premezcla nutricional de perro, donde se puede observar a simple vista

una composiciéon no homogénea de la misma.

Sa

i b
. lt Vitaminas
z Mine le\
Aditivos .

Figura 9 Premezcla nutricional de perro adulto, todas las muestras son proporcionadas por la empresa
Veterquimica.
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1.2.4 Muestreo

Dentro de la empresa se cuenta con un protocolo establecido para llevar a cabo el procedimiento
de muestreo de productos terminados, el cual estd regido por la Norma Chilena NCh 44 [40]. Esta
norma estd enfocada a actuar como una herramienta orientadora sobre los parametros de
representatividad, que van a permitir obtener resultados confiables en procedimientos aplicados a
productos farmacéuticos. Los procedimientos de muestreos regidos por la norma 44, deben contar
con un plan de muestreo y un método de extraccion, que permita que los procedimientos de toma
de muestra entreguen resultados confiables en los respectivos analisis. Bajo esta norma, la
seleccion de muestra se realiza de manera aleatoria, y la extraccion debe realizarse de manera
sistematica, para asegurar resultados representativos del universo muestral. El procedimiento de
muestreo debe cumplir con una serie de requisitos, donde se consideran factores como la cantidad
de muestra tomada, la contramuestra que debe ser almacenada, el plazo dentro del cual se puede

aceptar o rechazar un lote muestreado, el cual va a estar determinado por el Ministerio de Salud.

La cantidad de muestra usada en los analisis viene dada por el tamafio del lote fabricado, que
también determinara cuantas muestras se van a tomar del mismo, considerando los criterios de
representatividad y homogeneidad. La muestra obtenida es dividida en dos porciones con el fin de
obtener una contramuestra, en caso de necesitar realizar andlisis posteriores. Tanto la muestra
como la contramuestra deben ser almacenados en envases estériles, limpios y secos, con sus
respectivos datos de trazabilidad, y protegiéndolas de acuerdo con las condiciones de

almacenamiento dadas para cada producto terminado.

1.2.5 Verdor de la metodologia: AGREEprep

Es importante considerar, que la metodologia desarrollada en este trabajo se presenta como una
opcion mas verde en reemplazo de las técnicas informadas para la determinacion de colecalciferol
en matrices complejas. Un aspecto relevante al hablar de técnicas mas verdes viene dado por el
impacto ambiental que éstas provocan. El impacto ambiental, a su vez viene dado principalmente
por el uso de disolventes, quimicos y energia en la etapa de preparacion de muestras.
Recientemente Wojciech Wojnowski et al., propusieron una herramienta métrica centrada en la
preparacion de muestra, denominada AGREEprep, que evalia el impacto ambiental que presenta
la preparacion de muestra de una metodologia desarrollada [41]. Lo anterior, permite evaluar cuan

ecoldgica es una metodologia, en comparacion a otras metodologias aplicadas a la determinacion
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de un mismo analito en matrices similares, mediante una puntuacion segun los pasos involucrados

en cada una de ellas, indicando cual presenta el menor impacto ambiental.

Para la familiarizaciéon con la herramienta mencionada, se hard una breve descripcion de cémo son
asignados los puntajes por este software. En primer lugar, se debe sefialar que el enfoque de los
12 principios de la Quimica Analitica Verde (GAC), excluye la etapa de preparacion de muestra
debido a que esta etapa es la que provoca el mayor impacto ambiental, no obstante, recientemente
se ha definido y formulado el concepto de Preparacion de Muestras Verdes (GSP), que mediante
10 principios busca otorgar directrices claras para mejorar la ecologia de los métodos de
preparacion de muestras [42]. En el software AGREEprep se evaltian de manera individualizada
estos 10 criterios de la GSP, para los que esta herramienta va a asignar valores que vande 0 a 1,
cuyos extremos corresponden al peor y al méximo rendimiento respectivamente, cada criterio
tendra entonces un valor numérico asociado que dependera del peso que le asigne el usuario a cada
criterio evaluado, los que se ponderaran para obtener una puntuacion final que también oscilara
en valores entre 0 y 1, y que entregara la informacion sobre el desempefio de la metodologia en
términos del verdor, mientras mas cercano a 1 sea el valor logrado, mas verde sera la metodologia
descrita. El puntaje final obtenido es entregado por la herramienta en un grafico circular con forma
similar a la de un reloj, en donde en el centro se mostrara el puntaje final obtenido con un color
asociado a dicho puntaje, con colores que van en una escala de colores desde el rojo al verde segun
el verdor de la metodologia, donde un color rojo indicard una metodologia menos verde respecto
a los criterios de la GSP, y un color verde correspondera a una metodologia mas amigable con el
medioambiente segun estos principios. En el borde de este grafico, se mostrard un segmento con
un ancho que va a representar el peso que le dio el analista a ese criterio, y un color asociado a
cada uno de los criterios evaluados, de modo que sea lo mas intuitivo posible y los resultados sean
facilmente interpretables por el usuario [43]. En la figura 10, se ejemplifica como es mostrado el
puntaje asignado por la herramienta para una metodologia especifica informada por Francisco
Pena-Pereira y colaboradores, en la cual se puede observar que los criterios 4, 5, 7 y 8, son los
mejores criterios ensayados para dicha metodologia, mientras que el resto de los criterios, son
menos verdes, en particular el criterio 10 que se muestra de un color rojo, indica el peor
rendimiento en términos de verdor segln la escala de color mostrada; ademas, los criterios 1, 6, 7

y 9, corresponden a los criterios con menor peso en términos de relevancia, asignado por los
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autores. Los criterios que se evaltian con esta herramienta corresponden a los que se detallan en la

tabla II.

Figura 10 Resultado obtenido para la evaluacion en un protocolo de andlisis en linea basado en MEPS
después de aplicar ponderaciones determinadas segun un escenario especifico [42].

Tabla Il Criterios de evaluacion que considera la herramienta AGREEprep para evaluar el verdor de las
metodologias.

Criterio Qué es lo que evalua

Favorecer la preparacion de muestra in situ
Uso de disolventes y reactivos mas seguros
Materiales sostenibles, reutilizables y
renovables
Minimizar el desperdicio
Minimizar cantidades de muestras, productos
quimicos y materiales
Maximizar el rendimiento de la muestra
Integrar pasos y promover la automatizacion
Minimizar el consumo de energia
Elegir configuracion posterior de preparacion

0NN AW

9 de muestra lo mas ecologica posible para el
andlisis

10 Garantizar procedimientos seguros para el
operador
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2. HIPOTESIS

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la vitamina D, serd posible desarrollar una
metodologia analitica, para la extraccion de colecalciferol de forma eficiente desde premezclas de
uso veterinario, mediante una extraccion de dispersion de matriz en fase sélida (MSPD), utilizando

fases sorbentes naturales, como el corcho, para luego realizar la cuantificacion con HPLC-DAD.
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3.1.

3. OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar e implementar un método analitico mas verde para la determinacion de la

concentracion de colecalciferol en premezclas nutricionales de uso veterinario. Para lograr esto,

se utilizara como metodologia de extraccion, la dispersion de matriz en fase so6lida, evaluando una

fase sorbente natural (corcho), para posteriormente desarrollar la determinacion del analito

mediante HPLC-DAD.

3.2.

Objetivos especificos

Implementar y optimizar la separacion por HPLC del analito en matriz.

Optimizar los factores que afectan la extraccion, empleando la técnica de extraccion de
dispersion de matriz en fase sélida (MSPD), estudiando el efecto del tamafio de particula
de la fase sorbente (corcho) y la composicion del eluyente para la extraccion de
colecalciferol desde premezclas nutricionales.

Validar la metodologia desarrollada segun los criterios de la VICH.

Realizar estudios de dispersion de distintas premezclas nutricionales de Veterquimica S.A.

Evaluar la factibilidad de aplicar la metodologia en otras matrices como alimentos

completos de uso animal, con intervalos de concentracion menor de vitamina D5 (a niveles

de pg/kg).
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4.1.

4. MATERIALES Y METODOLOGIA

Materiales

Columna analitica Ultilsil XB — C18 5 um 250x4, 6 mm, Welch o equivalente.

Filtros de jeringa de PVDF de 0,22 y 0,45 pm.

Botellas de vidrio de 1 L.

Tubos conicos de polipropileno de 15 y 50 mL.

Matraces aforados de vidrio de 10 mL color ambar, clase A.
Espatulas y cucharitas de diferentes tamafios y capacidades.
Pipeta automatica de 1-10 mL.

Probetas de vidrio de 100 mLy 1 L.

Vasos precipitados de vidrio de 50 y 100 mL.

Viales ambar de 2,0 mL con septa ranurada.

Jeringas desechables de 3 y 5 mL.

Pipetas Pasteur desechables.

Laminas de corcho, Corchos Chile.

Fibra de lana de vidrio.

Reactivos

Acetonitrilo, grado HPLC.

Etanol anhidro 99, 5 %.

Isopropanol, grado HPLC.

Metanol, grado HPLC.

Acetona, grado HPLC.

Agua clase 1.

Sulfato de sodio anhidro (99%), Merck.
Nitrogeno extrapuro.

Estandar Colecalciferol.

Estandar Ergocalciferol.
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4.3. Equipos de laboratorio

e Balanza analitica de precision de 0,1 mg.
e Bafio de ultrasonido.

e Baifio termorregulado.

e Agitador de tubos Multi Reax.

e Manifold para SPE.

e Centrifuga.

e Liofilizador L101.

e Procesadora de café.

e Equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia con detector ultravioleta o de Arreglo

de Diodos.

4.4. Metodologia
4.4.1 Muestras

La empresa Veterquimica S.A. proporciond todas las muestras que seran estudiadas, tanto de
materia prima, nucleos y premezclas nutricionales de uso veterinario. En la figura 11, se pueden
observar los diferentes tipos de muestras en estudio, donde a) corresponde a la materia prima
(colecalciferol), la cual presenta una concentracion de 500.000 Ul/g (12.500 pg/g), b) muestra un
nucleo que corresponde a un concentrado vitaminico, en el que el colecalciferol presenta una
concentracion de 5.000 Ul/g (125 pg/g), en c) se muestra una premezcla nutricional de perro
adulto, que corresponde auna mezcla del concentrado vitaminico (nucleo), junto a harinilla y sales
minerales, en la cual el colecalciferol presenta una concentracion de 50 Ul/g (1,25 pg/g),
finalmente en d) se muestra el producto final o alimento completo, que corresponde al alimento

que se le entrega al animal segin sus necesidades nutricionales, en este tipo de muestra, el
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colecalciferol presenta una concentracion mucho menos concentrada que en la premezcla

nutricional, alcanzando un valor de 0,050 Ul/g (0,00125 pg/g).

Figura 11 Muestras otorgadas por Veterquimica en las que se quiere determinar el contenido de
colecalciferol, a) corresponde a la materia prima, b) corresponde a un nucleo, c) corresponde a la
premezcla nutricional y d) corresponde al alimento completo.

4.4.2 Preparacion de la fase sorbente natural

La fase sorbente escogida para este estudio fue corcho laminar. La preparacion de la fase sorbente
consistio en trozar la ldmina de corcho dejandola de un tamafio adecuado para agregarla en un
vaso de precipitado de 1 L, donde se sometid a una limpieza por ultrasonido para eliminar
cualquier impureza que pudiera tener adherida en ¢él. Un primer y segundo lavado se realizd con
agua destilada durante 20 minutos, luego un tercer y cuarto lavado se realizd con una mezcla
reciclada de 75% MeOH - 25% ACN durante 10 minutos cada una, transcurrido los lavados, el
corcho se dejo secar al aire libre envuelto en papel aluminio con el fin de evitar una posible
contaminacion. Una vez seco, se molié y se tamizd, obteniendo 4 fracciones de diferentes tamafios
de particula de corcho (<150 mesh, >150 mesh, >100 mesh y >60 mesh, donde mesh corresponde
a la cantidad de perforaciones que existen en una determinada area de malla). En la figura 12, se

muestra esquematicamente el procedimiento antes descrito.

Como se puede observar en la figura, la cantidad de corcho obtenido para los tamafios mas
pequeiios es considerablemente mas baja que la cantidad contenida en la botella de vidrio, donde
con una examinacion visual rapida, es posible notar que es donde se encuentra la mayor porcion
del corcho. Debido a esto, se decidié realizar un segundo proceso de molienda a la porcion que
contenia la mayor parte del corcho, y un nuevo proceso de tamizado con el objetivo de estudiar la

distribucién que siguen los tamafios de particula del corcho, para asi poder seleccionar la mejor
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fraccion, basandose en la cantidad obtenida, con la que se va a realizar el procedimiento de

extraccion.

corcho \aminar

1°y2° lavado
agua destilada
3°y4° lavado 75%
MeOH-25% ACN

Se deja secar por 48 horas
Se muele y se tamiza

Figura 12 Resumen esquematico del procedimiento inicial seguido para la preparacion de la fase sorbente.
Como se puede ver en la figura, se obtienen 4 fracciones de diferentes tamarios de particula de corcho

En la figura 13, se muestra el equipo con el que se realizo el segundo proceso de molienda, el
tamizado para obtener las distintas fracciones de tamafios de particula de corcho, y finalmente el

pesaje de la cantidad obtenida. Cabe sefialar, que la cantidad inicial de corcho que se sometio a

este segundo proceso de molienda fue de 110,12 g.

Figura 13 Equipos utilizados para realizar el segundo proceso de molienda y tamizado de la fraccion que
contenia la mayor cantidad de corcho. Para moler el corcho se utilizo un molino manual como se muestra en
la imagen de la izquierda. El tamizado se realizo con una tamizadora eléctrica como se observa en la imagen

del centro.
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4.4.3 Preparacion de estandar y optimizacion cromatografica

1. Se preparé una solucién stock a partir de 19,7 mg de un estandar concentrado de colecalciferol

el que fue disuelto en etanol y aforado en el mismo disolvente, presentando una concentracioén de

78.800 Ul/mL (equivalente a 1.970 mg/L).

2. A partir de la solucidn stock, se prepard una solucion intermedia por diluciéon de 0,1 mL de la
solucion stock en 10 mL de etanol, presentando una concentracion de 788 Ul/mL (equivalente a

19,7 mg/L).

3. Con la solucion intermedia se prepard una curva estandar evaluando 5 concentraciones

diferentes, en un rango que abarco desde los 15,8 UI/mL hasta 94,6 Ul/mL.

4. A partir de la curva estandar, se realizd el estudio del método cromatografico para la
determinacion y cuantificacion del colecalciferol mediante HPLC-DAD. Para ello, se inyectaron
5 uL de cada punto de la curva estandar, y se analizaron diferentes condiciones cromatograficas,
evaluando la eficiencia de la columnas, la composicion de la fase moévil, la temperatura a la que

se llevaba a cabo la separacion y el tipo de elucion més adecuada para este analito.

4.4.4 Preparacion de muestra

a) Limpieza de la matriz

Previo a la extraccion del analito desde la premezcla nutricional, fue necesario llevar a cabo un
paso de limpieza de la matriz para poder eliminar parte de los interferentes polares que pudieran
estar contenidos en la misma. Para esto, se agregd 1 g de muestra en un tubo cénico de
polipropileno de 50 mL y se afiadié 10 mL de agua destilada, el tubo fue agitado durante 5 minutos
en Multi Reax a 2200 rpm, luego, se someti6 a dos ciclos de centrifugado de 5 minutos cada uno
a 5000 rpm y a 4°C, finalmente se desecho el sobrenadante y la parte de la muestra decantada se
liofilizé. La figura 14 muestra el resumen de los pasos seguidos para llevar a cabo el procedimiento

de limpieza.
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Figura 14 Resumen de los pasos llevados a cabo para el procedimiento de limpieza de la matriz.

b) Extraccion y elucion del analito

Para el procedimiento de extraccion del analito, se utilizé la técnica MSPD usando corcho como
fase sorbente natural. Para llevar a cabo la técnica, en un mortero de porcelana se afiadieron 100
mg de corcho fino (tamafio de particula > 60 mesh), 50 mg de sulfato de sodio anhidro y el gramo
de muestra previamente liofilizada correspondiente a una muestra de premezcla nutricional de
perro, estos fueron dispersados con el pistilo del mortero durante 30 segundos aproximadamente
hasta formar una mezcla visualmente homogénea. La mezcla MSPD fue transferida
cuidadosamente a un cilindro de jeringa de 5 mL, la que fue montada en un sistema colector SPE,
en donde se llevo a cabo el proceso de elucion con una mezcla 1:1 de MeOH-EtOH, el proceso de
elucion consistio en dos eluciones secuenciales con 4 mL de la mezcla cada una y fue realizada de
manera que la elucién se produjera gota a gota, los extractos fueron recolectados en la parte
inferior del colector en tubos de vidrio. El procedimiento se muestra a continuacioén en la figura

15.

24



100 mg corcho 50 mg sulfato de sodio anhidro

1 g de muestra

Se eluyen con solvente

_'? MeOH-
' EtOH 1:2

Figura 15 Resumen esquemdtico del procedimiento de extraccion de colecalciferol desde la premezcla
nutricional utilizando corcho como fase sorbente. El corcho es mezclado con la premezcla nutricional en
un mortero hasta homogeneizar, luego se somete a eluciones secuenciales dentro de una jeringa
montada en sistema colector SPE.

¢) Reconstitucion e identificacion del analito

Los extractos colectados se llevaron a sequedad bajo una corriente de N, en un bafio
termorregulado a 40°C, posteriormente fueron reconstituidos en 1 mL de EtOH, se agit6 durante
5 minutos en Multi Reax a 2200 rpm, y luego se sonicd durante 1 minuto para solubilizar todo el
producto adherido en las paredes del tubo de vidrio. Finalmente, el eluato reconstituido fue filtrado
a vial e inyectado en un sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia con un detector de
arreglo de diodos, junto con la correspondiente curva estdndar con el fin de identificar el analito.

El procedimiento esquematico para esta etapa se muestra en la figura 16.
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Equipo: Waters Alliance 2695
HPLC Separations Module

Software: Empower

Software Solutions

Figura 16 Esquema del procedimiento de reconstitucion e identificacion del analito.

4.4.5 Validacion del método analitico

La validacion de la metodologia desarrollada se realizé siguiendo los criterios otorgados por la
guia VICH [44,45], para la cual se evaluaron los pardmetros de linealidad, limite de deteccion
(LD), limite de cuantificacion (LC), precision y exactitud. La determinacion de estos parametros

se realizé utilizando muestras correspondientes a una premezcla nutricional de perro cachorro.

4.4.5.1 Linealidad: Curva de estandares

La guia VICH determina que es posible evaluar la linealidad mediante una curva de calibracion
estandar, para observar la relacion lineal que existe en el rango de concentraciones estudiados,
evaluados a partir de la regresion lineal del grafico generado a partir de la respuesta de las

diferentes concentraciones (5 como minimo).

La linealidad del colecalciferol se evalué con una curva de calibrado de estandares, para la que se
fue afiadiendo una alicuota de la solucion intermedia y aforando en etanol para alcanzar la

concentracion esperada, evaluando lalinealidad en el rango que abarco desde los 15,8 UI/mL hasta
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los 94,6 UI/mL. Con los datos obtenidos se realizé una regresion lineal para obtener la ecuacion
de la recta que se ajustd a los puntos experimentales, determinando asi los valores de pendiente
(m), intercepto (n) y coeficiente de determinacion (R?) asociados a esta curva, que nos podra
informar el grado de variabilidad que tiene la variable concentracion respecto al area obtenida para

el rango de concentracion estudiada.

4.4.5.2 Linealidad: Curva en matriz

Se evalud la linealidad en una curva en matriz, para la cual se fortificé un blanco de la matriz con
alicuotas de la solucion intermedia, para alcanzar las concentraciones que abarcaron el rango desde
los 15,8 UI/mL hasta las 126,1 UI/mL. Con los datos obtenidos se realizo una regresion lineal para
obtener la ecuacidon de la recta que se ajuste a los puntos experimentales, determinando asi los
valores de pendiente (m), intercepto (n) y coeficiente de determinacién (R?) asociados a esta
curva, que nos podra informar el grado de variabilidad que tiene la variable concentracion respecto

al area obtenida para el rango de concentracion estudiada.

4.4.5.3 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)

Segtin la VICH, el LD corresponde a la cantidad mas pequefia de analito que se puede medir a
partir de la cual se puede deducir la presencia del analito en la muestra con un cierto grado de
certeza aceptable. Mientras que definen el LC, como la cantidad de analito mas pequefia que puede
ser medida, por encima del cual se puede realizar la determinacion de concentracion de un analito

con un cierto grado especificado de exactitud y precision.

Para determinar estos limites, a partir de una curva en matriz se obtuvo los parametros asociados
a su regresion lineal, tales como pendiente (m), intercepto (n) y su coeficiente de determinacion
(R?). Se obtuvo, ademas, las incertezas asociadas a la pendiente (o,,) y al intercepto (a,,), lo que
nos permitié calcular los limites de deteccion y cuantificaciéon como se muestran en las ecuaciones

ly2.

3,3x o
==
10* oy
LC= = (2)
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4.4.5.4 Precision

La precision se evaluo en términos de repetibilidad y de precision intermedia. Para el caso de la
repetibilidad, se determinaron las concentraciones de colecalciferol en 6 muestras al 100% de su
concentracion, y se determino el parametro CV% que nos entregara el grado de dispersion entre
la serie de muestras estudiadas. Para la precision intermedia, se determinaron las concentraciones
de colecalciferol en 8 muestras réplicas, variando el analista, el dia de ensayo y los instrumentos
utilizados, y determinando el CV% para obtener el grado de dispersion entre las muestras. Para
ambos casos, el criterio de aceptacion segun la VICH es CV% < 10%, se trate de repetibilidad o

de precision intermedia.

4.4.5.5 Exactitud

La exactitud se evaluo en términos de un porcentaje de recuperacion, para esto, se determino la
concentracion de colecalciferol contenido en 8 réplicas de una muestra de premezcla nutricional
de perro cachorro y se calculd la recuperacion de esta, frente al valor teérico de colecalciferol
informado en las mismas. El criterio de aceptacion segun la VICH para analitos en el rango de

concentracion estudiado, es el rango que abarca de -20% a +10% de recuperacion.

4.4.6 Evaluacion del verdor de la metodologia

Se evalu6 el verdor de la metodologia desarrollada utilizando la herramienta AGREEprep. Se
realiz6 un analisis de los pasos involucrados en la metodologia, considerando los materiales,
reactivos y disolventes utilizados, con el fin de poder introducir la informacion necesaria de
manera que el software asignara el puntaje correspondiente a cada criterio evaluado, y
posteriormente, pudiera entregar la puntuacion final para la metodologia presentada. Se evalud
también el verdor de una metodologia descrita en la literatura para la determinacion de
colecalciferol en matrices correspondientes a alimentos, para poder realizar una comparacion de
los puntajes obtenidos para cada metodologia, y poder concluir respecto al verdor de la
metodologia descrita en este estudio, respecto a las utilizadas rutinariamente con el mismo

propésito.
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4.4.7 Metodologia alternativa

La metodologia que se describe en este estudio fue desarrollada para premezclas nutricionales de
perro cachorro y de perro adulto, matrices altamente complejas por la cantidad de componentes
que presentan. Adicionalmente, se desarrolld una metodologia alternativa para el caso de matrices
sencillas como los nucleos nutricionales y la materia prima, donde el colecalciferol se encuentra
presente en concentraciones altas (500.000 Ul/g y 5.000 Ul/g para la materia prima y el nacleo
respectivamente). Para la extraccion del analito desde estas matrices, se utilizd una técnica de
extraccion asistida por ultrasonido, utilizando sélo disolventes considerados inocuos como agua,

etanol e isopropanol.

a) Extraccion del analito

La extraccion se llevé a cabo tomando muestras de 0,1 g y 0,5 g para la materia prima y el nucleo
nutricional respectivamente, las muestras fueron situadas dentro de tubos conicos de polipropileno
de 15 mL previamente rotulados. A cada tubo se le afiadi6 1 mL de agua destilada, y se agitd
durante 5 minutos en Multi Reax a 2000 rpm, luego, las muestras fueron sonicadas durante 20
minutos. Transcurrido el tiempo, se afiadi® 7 mL de una mezcla 1:1 de etanol-isopropanol,
repitiendo el proceso de agitacion y sonicacién durante el mismo tiempo y condiciones ya
mencionadas. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm a 4°C, y
el sobrenadante fue cuidadosamente traspasado a un matraz ambar de 10 mL, donde se afor6 con
el mismo disolvente de extraccion. El procedimiento descrito para matrices sencillas se muestra
esquematizado en la figura 17, el que es explicado a partir de una muestra de materia prima. Para
el caso de nucleos nutricionales, bastaria con tomar una porcién mayor de muestra (0,5 g) y seguir

el procedimiento antes descrito.
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Figura 17 Procedimiento realizado para la extraccion de colecalciferol desde matrices sencillas. Se llevo
a cabo una técnica de extraccion asistida por ultrasonido utilizando una mezcla de EtOH-i-PrOH para la
extraccion de la vitamina desde muestras de materia prima.

b) Dilucion e identificacion del analito

Se prepar6 una dilucion de la disolucion obtenida de la extraccion de colecalciferol contenido en
la materia prima, tomando una alicuota de 500 pL y aforando nuevamente en 10 mL en un matraz
de aforo color ambar con la mezcla EtOH-i-PrOH, alcanzando una concentracion de 250 UI/mL.
En el caso del nucleo nutricional, no fue necesario realizar una dilucién, ya que la concentracion
en el matraz ya correspondia a 250 Ul/mL. Finalmente, se filtraron a vial, 2 mL de cada una de las
soluciones con ayuda de una jeringa de 3 mL y filtros PVDF de 0,22 um y fueron analizadas en

sistema HPLC con las condiciones optimizadas.

4.4.8 Validacion metodologia alternativa

La validacion de la metodologia desarrollada para matrices sencillas se realizé siguiendo los
criterios otorgados por la guia VICH, para la cual se evalud la linealidad, precision (como
repetibilidad) y exactitud. La determinacién de estos parametros se realizo utilizando 8 muestras
réplicas correspondientes a un nucleo nutricional y 8 muestras réplicas de un fortificado del

nucleo.
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4.4.8.1 Linealidad: Curva de estandares

La linealidad del colecalciferol se evalu6 mediante una curva de calibrado de estandares, para la
que se fue afiadiendo una alicuota de la solucion intermedia y aforando en etanol para alcanzar la
concentracion esperada, evaluando la linealidad en el rango que abarco desde los 71,2 Ul/mL hasta
los 356,0 UI/mL. Con los datos obtenidos se realizd una regresion lineal para obtener la ecuacion
de la recta que se ajustd a los puntos experimentales, determinando asi los valores de pendiente
(m), intercepto (n) y coeficiente de determinacién (R?) asociada a esta curva, que nos podra
informar el grado de variabilidad que tiene la variable concentracion respecto al area obtenida para

el rango de concentracion estudiada.

4.4.8.2 Precision

La precision se evaludé en términos de repetibilidad, para la cual se determinaron las
concentraciones de colecalciferol en 8 muestras al 100% de su concentracion, y se determind el
parametro CV% que nos entregd el grado de dispersion entre la serie de muestras estudiadas. Cabe

recordar que, el criterio de aceptacion segun la VICH para la repetibilidad es CV% < 10%.

4.4.8.3 Exactitud

La exactitud se evalud a tres niveles de concentracion en masa, y se evalud en términos de un
porcentaje de recuperacion. Para esto, se determiné la concentracion de colecalciferol contenido
en 8 réplicas tanto de una muestra de niicleo nutricional, como de 8 réplicas de una muestra de
fortificados del nucleo. y se calculd la recuperacion de estos, frente al valor teodrico de
colecalciferol informado en las mismas. Recordar que el criterio de aceptacion segun la VICH
para analitos en el rango de concentracion estudiado, es el rango que abarca de -20% a +10% de

recuperacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para este estudio, los que son presentados

de tal manera que se pueda evidenciar el logro de los objetivos especificos planteados inicialmente.

5.1. Implementar y optimizar la separacion por HPLC del analito en
matriz.
Como ya se ha mencionado con anterioridad, el analisis se llevd a cabo en un equipo de
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector UV-DAD, el cual se ajustd para cuantificar
al colecalciferol a 265 nm ya que es la longitud de onda de maxima absorcidon que se ha reportado
en la literatura para este compuesto [46]. Debido a que la VD; corresponde a un compuesto
altamente apolar, la separacion se llevo a cabo utilizando una columna de C18, especificamente la
Ultilsil XB-C18, de 5 um de tamafio de poro, de 250 mm de largo y de 4,6 mm de didmetro, de la

marca Welch, con la cual no se tuvo mayor inconveniente.

Respecto a la identificacion y cuantificacion en si, los primeros anélisis de la vitamina se llevaron
a cabo probando un método de elucion en gradiente, que se habia probado y optimizado con
antelacion en la empresa para compuestos vitaminicos inyectables de un producto diferente. Sin
embargo, para lo que son las premezclas nutricionales, un producto muy distinto a los que se
habian analizado previamente, al utilizar este tipo de elucion no se generaban buenos resultados
cromatograficos para la cuantificacion de vitaminas desde las premezclas nutricionales. Debido a
esto, se optd por probar la elucion de tipo isocratica evaluando la composicion de la fase movil,
con el fin de obtener una composicion de fase movil que permitiera llevar a cabo la correcta
separacion del analito en cuestion y a su vez, observar de mejor manera el orden de elucion de los
componentes de las premezclas nutricionales. Se probaron diferentes composiciones de fase movil
en eluciones isocraticas, para analizar primero un estandar de colecalciferol y luego se aplico a

premezclas nutricionales.

En la tabla III, se resumen las composiciones evaluadas para encontrar la fase movil 6ptima para

el analito de interés.
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Tabla 11l Composicion de las diferentes fases moviles probadas para llevar a cabo la separacion del
analito.

Prueba Composicion fase movil
90% MeOH - 10% H,O
55% MeOH - 40% ACN - 5% H,O
55% MeOH- 38% ACN- 5% H,O- 2% THF
80% MeOH- 15% ACN- 5% i-PrOH
80% ACN- 15% MeOH- 5% i-PrOH
85% MeOH- 10% ACN- 5% i-PrOH
75% MeOH- 15% ACN- 10%
i-PrOH
70% MeOH- 15% ACN- 15%
i-PrOH

~N N R W -

En la figura a continuacién, se muestran 3 cromatogramas obtenidos al analizar muestras de
colecalciferol a partir de las fases moviles correspondientes a las pruebas 3 y 8 sefialadas en la
tabla III. En particular, en la figura 18 A), se observa el cromatograma obtenido al utilizar la
composicion de fase movil de la prueba 8 en un estandar de colecalciferol. Por otro lado, en la
figura 18 B), se muestra el cromatograma obtenido al utilizar una fase movil compuesta por lo
indicado en la prueba 3, en estandares de colecalciferol y ergocalciferol, cromatograma obtenido
en estudios iniciales donde se estaba evaluando el uso de ergocalciferol como estandar interno, lo
que fue descartado posteriormente debido a que se inform6 por parte de la empresa que las
premezclas nutricionales contenian VD, , no obstante, con los resultados obtenidos de este estudio,
se obtuvo la resolucion de la separacion cromatografica de VD5 respecto de la VD,, permitiendo
verificar la selectividad del método, parametro util para la validacién de la metodologia, que nos
indica la capacidad de un método para distinguir entre dos sustancias estrechamente relacionadas
que estén presentes en una muestra. En particular, se obtuvo que el método presentado es selectivo,
ya que puede resolver correctamente la separacion de ambas formas de vitamina D presente en la
muestra estudiada, tanto para una altura completa de pico, como para la mitad de la altura de pico
(HH) como se presenta en la tabla informativa de la figura 18 B), obteniendo en ambos casos un
valor para la resolucion Rs > 1,5, que es el valor que se ha descrito en la literatura correspondiente
a una separacion cromatografica completa [47]. Finalmente, en la figura 18 C), se muestra el
cromatograma obtenido al analizar el colecalciferol contenido en una premezcla nutricional de
perro cachorro, usando la composicion de fase movil correspondiente a la prueba 8.
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Como se logra visualizar en la figura 18, en los cromatogramas A) y C), correspondientes a la
separacion realizada con una fase movil compuesta por 70% de metanol, 15% de acetonitrilo y
15% de isopropanol (prueba 8), el tiempo de retencidon del colecalciferol es menor, rondando los
8 minutos en ambos casos, independiente si se trata de un estdndar o de una muestra de premezcla
nutricional, en comparacion a cuando se usa la fase mévil compuesta por 55% de metanol, 38%
de acetonitrilo, 2% tetrahidrofurano y 5% de agua (prueba 3), donde el tiempo de retencion esta
por sobre los 22 minutos, lo que se traduce en corridas cromatograficas mucho mas largas, y por
lo tanto, con un mayor gasto energético y de disolventes organicos lo que va en contra de lo

propuesto en los 12 principios de la quimica verde.

Como se busca lograr la separacion cromatografica usando una metodologia lo mas verde posible,
se decide utilizar la fase movil correspondiente a la prueba 8, que permite la separacion del analito
en un tiempo aproximadamente 3 veces menor en contraste a otras fases moviles probadas, lo que
permite realizar el analisis de las muestras en corridas cromatograficas mas cortas, de alrededor
de 12 minutos, siendo un tiempo bastante prudente considerando que se trata de muestras
altamente complejas, con una gran cantidad de componentes de distinta naturaleza, y que, ademas
utiliza una fase movil que presenta una composicion mayor de disolventes considerados menos

toxicos/dafiinos o mas recomendados para el medio ambiente [48].
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Figura 18 Cromatogramas obtenidos para la separacion de colecalciferol en muestras de estandar y en
una premezcla nutricional utilizando las composiciones de fase movil seiialadas para las pruebas 3y 8.
A) corresponde al cromatograma de un estandar de colecalciferol utilizando la composicion de fase movil
de la prueba 8, B) corresponde al cromatograma de un estandar de colecalciferol y ergocalciferol
obtenido al utilizar una composicion de fase movil de la prueba 3, C) corresponde al cromatograma
obtenido para una premezcla nutricional al utilizar la composicion de fase movil de la prueba 8.
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En la figura 19, se muestra una ampliacion del cromatograma de la figura 18 C), donde se puede
observar de mejor manera el pico cromatografico obtenido para la vitamina en la premezcla

nutricional, el que presenta un tiempo de retencion aproximado de 7,4 minutos.
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Figura 19 Cromatograma obtenido para una premezcla nutricional al utilizar la composicion de fase
movil de la prueba 8.

Finalmente, se probo la separacion a dos temperaturas diferentes, 35°C y 45°C, obteniendo una
mejor definicion del pico cromatografico a mayor temperatura, fijando las condiciones que se
muestran en la tabla IV.

Tabla 1V Condiciones cromatogrdficas seleccionadas para llevar a cabo la separacion del analito.

Parametro Valor
Longitud de onda (nm) 265
Tipo de elucion Isocratica
Fase movil MeOH 70%, ACN 15%, i-PrOH 15%
Flujo (mL/min) 1,0
Ultilsil XB-C18 5 pum, 250x4,6 mm,
Columna
Welch
Volumen de inyeccion (uL) 5
Tiempo de retencion promedio (min) 7,33
Tiempo total de corrida (min) 12
Temperatura del horno (°C) 45
Detector UV-DAD
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5.2. Optimizar los factores que afectan la extraccion, empleando la
técnica de extraccion de dispersion de matriz en fase solida
(MSPD), estudiando el efecto del tamaiio de particula de la fase
sorbente (corcho) y la composicion del eluyente para la extraccion
de colecalciferol desde premezclas nutricionales.

Para el estudio de los factores que afectan la extraccion del analito en la matriz, se evaluaron y

optimizaron 3 factores principalmente, que consistieron en una etapa previa de limpieza, la

extraccion del analito y la elucion del analito. A continuacion, se detallan cada uno de estos.

5.2.1 Etapa de limpieza

En la etapa inicial del estudio de las premezclas nutricionales para la determinacion de
colecalciferol, se presentaron dos problemas que impedian el correcto analisis del analito: el
taponamiento de los filtros PVDF y el posterior taponamiento de la columna cromatografica, estos

problemas y la soluciéon a los mismos se detallan a continuacion.

Como se describiéo en la metodologia, luego de la extraccion del analito desde la premezcla
nutricional usando corcho como fase sorbente, la mezcla MSPD formada se cargaba en cilindros
de jeringas. A estas jeringas previo a la carga de la mezcla en ellas, se les retird el émbolo junto
con la aguja y su capuchon, para enroscar en el pivote de la jeringa, un filtro PVDF de 0,22 pm,
una vez listas las jeringas con las muestras dentro de ellas, se efectud lo que correspondia a la
elucion con el fin de provocar el paso de la vitamina adsorbida en el corcho, hacia el eluato. No
obstante, la composicion que presentaban las premezclas nutricionales, dada por la presencia de
diferentes sustancias con variados tamafos de particula, dio paso al primer problema para llevar a
cabo el andlisis. Este problema consistié en el colapso del filtro debido a que el disolvente de
elucion lograba transportar consigo componentes que presentaban un tamafio mayor a 0,22 um, es
decir, no lograban pasar a través del filtro, quedando posados en la parte superior del mismo,
obstruyéndolo a tal punto que no dejaban que el disolvente de elucion pasara a través de €l. En la
figura 20, se muestra la estructura de una jeringa tipica para un mejor entendimiento de lo antes
descrito, se muestra también la jeringa provista del filtro PVDF de 0,22 pm, la que fue montada
en un sistema colector SPE donde se llevaba a cabo la elucion y finalmente se muestra el filtro

totalmente obstruido por la presencia de distintos componentes de la premezcla nutricional.
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Figura 20 Se observa la estructura de una jeringa tipica, se muestra la estructura luego de cambiar la
aguja porun filtro PVDE y el colapso del filtro producto de los componentes de la premezcla que impiden
la correcta elucion hacia el sistema colector.

El segundo problema que se present6 fue el taponamiento de la columna cromatografica debido a
los componentes de menor tamafio de la premezcla nutricional, que lograban llegar a la etapa de
analisis, lo que provocaba que no se pudiera llevar a cabo la separaciéon cromatografica de las
distintas muestras. Debido a esto, se decididé evaluar una etapa de limpieza con el objetivo de
eliminar la mayor cantidad de interferentes contenidos en la matriz, que pudieran estar

entorpeciendo el analisis de las muestras.

Se realizaron lavados en distintas etapas del proceso de preparacion de muestra, para evaluar cual
de ellos era la mejor opcion para la matriz en estudio. En una primera instancia, se prob6 lavar las
muestras previamente a ser extraidas, auxilidandose de un embudo Biichner sujeto a un matraz
Kitasato, que a su vez se conectaba a una bomba de vacio para optimizar el tiempo de lavado, la
muestra se cargaba en el embudo Biichner y se iba pasando agua destilada sobre ella, que
posibilitaba el filtrar las sustancias solubles, permitiendo que el sobrante de muestra no soluble
quedara intacto en la superficie del embudo (figura 21A). Un segundo lavado se realizo a la
muestra luego de llevarse a cabo la extraccion por MSPD, la mezcla se cargd en jeringas y se les
agregd agua destilada antes de llevar a cabo la elucion del analito (figura 21B). Un tercer proceso
de limpieza fue evaluado, y consistidé en un lavado luego de la extraccion MSPD de las mezclas
cargadas en jeringas, pero esta vez haciendo pasar agua sobre jeringas de mayor tamafo

conectadas a las jeringas que contenian la muestra a analizar (figura 21C).
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Figura 21 Lavados evaluados con el fin de eliminar parte de los componentes interferentes soliubles
presentes en la premezcla nutricional.

Sin embargo, cada uno de los lavados mostrados en la figura 21 fue descartado debido a los
problemas asociados a ellos. En el caso del lavado mostrado en la figura 21A, si bien, se lograba
llevar a cabo la eliminacion de interferentes solubles, no se tenia un control sobre los volimenes
de agua que se requerian para la eliminacion de estos, junto con el hecho de que, para sacarle
provecho en términos de gasto energético, se debia lavar una gran porciéon de muestra, lo que
eventualmente complicaba la determinacion de la cantidad de muestra lavada que debia ser pesada,
para llevar a cabo el anélisis, ya que con la eliminacién de sustancias solubles, se pierde una parte
considerable de la masa inicial de la muestra en la cual es conocido el contenido de vitamina
presente en ella, mas desconocido en la parte que queda sin la presencia de sales minerales. Por el
contrario, en caso de querer lavar la cantidad justa para analizar cada muestra de 1 g por si sola,
se requerian de largos tiempos de lavado, y grandes volumenes de agua, lo que no resultaba

eficiente a largo plazo.

Para el lavado mostrado en la figura 21B, como se puede apreciar en la imagen, el contenido de la
jeringa se desbordaba de la misma al adicionar el agua, esto debido a que la premezcla nutricional
presenta entre sus componentes bicarbonato de sodio, que, al adicionar el agua, reacciona
efervescentemente causando el rebalse del contenido de la jeringa, lo que provoca la pérdida de
parte de la muestra, siendo esta la principal razén por la que se descartd este lavado. El lavado de
la figura 21C surge a raiz del lavado anterior, siendo una variacion del mismo, que se realizé con
la finalidad de observar si se lograba desarrollar correctamente el lavado de la muestra, al ir

adicionando el agua de manera controlada desde una jeringa de mayor tamafio, la cual fue montada
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sobre la jeringa contenedora de la mezcla MSPD, evitando de esta manera la efervescencia. A
pesar de esto, el lavado no resultd 6ptimo para las muestras, ya que el paso del agua se realizaba
de manera muy lenta, aun cuando se ayudaba con la bomba de vacio al sistema, ademas, después
de un punto el agua dejaba de pasar a través de la jeringa inferior, y se mantenia contenida en ella

incapacitando el curso del lavado como tal.

En lugar de los lavados ya mencionados, se opt6 por un lavado previo a la extraccion de la muestra,
que resultd en un lavado mucho mas sencillo para el operador, ya que no se requiere la constante
participacion del analista para llevarlo a cabo, siendo un lavado facil y rapido, que consistid, como
se describio en la metodologia, en pesar 1 g de la premezcla a analizar situdndola en un tubo cénico
de 50 mL, agregando sobre ella 10 mL de agua destilada y agitando durante 5 minutos, para luego
centrifugarla en dos ciclos de 5 minutos cada uno, desechando el sobrenadante para liofilizar la
parte de la muestra decantada y poder obtenerla completamente seca. Los pasos de la etapa de
limpieza se mostraron con anterioridad en la figura 14, donde también se indicaron las condiciones
de los instrumentos utilizados. Este lavado se selecciond para el tipo de muestra en estudio, debido
a que es un lavado sencillo, que permite tener un mayor control sobre la cantidad de muestra
lavada, y, por lo tanto, proporciona una idea sobre el contenido tedrico de colecalciferol que debe
haber en ella, ademads, utiliza pequefios volumenes de agua para realizar el lavado, y el tiempo
requerido para la limpieza, es sumamente corto. Si bien se podria considerar como desventaja el
tiempo que se dedica al secado de las muestras mediante la liofilizacion, esta técnica nos permite
secar de manera simultdnea un gran niumero de muestras que pueden ser almacenadas hasta su
analisis sin problema, sin poner en peligro a la vitamina ya que no se somete a altas temperaturas
como seria el caso si se secara dentro de un horno, en el que probablemente se degradaria el
colecalciferol presente en las muestras, por lo que la liofilizacion resulta ser una manera eficiente
de eliminar el agua contenida en esta matriz, evitando la degradacion del colecalciferol en el
proceso. En nuestro caso en particular, se lograron liofilizar hasta 36 muestras de manera paralela.
El lavado presentd como ventaja junto con las ya nombradas, la reduccion de la cantidad de
sustancias interferentes, pues eliminé parte de los minerales y otras especies solubles que
afectaban inicialmente la elucion y determinacion de la vitamina, evitando el taponamiento de la

columna cromatografica.

Cabe sefalar, que el procedimiento descrito para la limpieza de las muestras se probd para

muestras de 1 y 2 g; para estas ultimas, el volumen de agua afiadido fue de 20 mL con el fin de
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mantener la proporcion masa-agua (1:10) con la que ya se habian obtenido buenos resultados. En
ambos casos, se obtuvieron resultados similares en relacion a la pérdida porcentual de masa
respecto a la masa pesada inicialmente, que oscil6d entre los valores 30-50%, lo que podria ser un
indicativo de la homogeneidad que presentan los lotes de muestra para esta matriz, siendo también
un indicador de la calidad del muestreo realizado, pues el perder una masa semejante
independiente de la cantidad de muestra tomada, sugiere que se pierde una porcion constante de
sustancias solubles. Esto se puede relacionar con que las muestras estan compuestas por una
cantidad definida de los diferentes componentes en la matriz respecto del total, que, si el lote de
la matriz es homogéneo, no se deberian tener diferencias significativas en la pérdida de masa al
lavar la muestra, independiente de la cantidad de muestra tomada. Un estudio detallado permitiria
concluir de mejor manera respecto a estos resultados, para el cual se deberia considerar la

evaluacion del alcance de los mismos en muestras de mayor tamafio.

5.2.2 Extraccion del analito

Para la extraccion del analito se utilizo la técnica de extraccion MSPD, que consiste en agregar
una fase sorbente, que, como se detalld en la introduccion correspondidé a corcho molido, junto
con la muestra, en este caso, una premezcla nutricional, ambos en un mortero donde se llevo a

cabo la dispersion.

La eleccion del corcho que se utilizo para el procedimiento de extraccion, se baso en el estudio de
la distribuciéon de los tamafios de particula de corcho obtenidos a partir del segundo proceso de
molienda y tamizado al que fue sometido. En la figura 22, se muestran los resultados adquiridos a
partir de este estudio, en donde se obtuvo que la mayor cantidad de corcho se centra en los tamafios
correspondientes a >30 mesh (38,90 g) y >60 mesh (33,87 g), siendo estas dos fracciones las que
se utilizaran a lo largo del estudio. Empleando la fraccién de menor tamaiio (>60 mesh) como fase
sorbente natural, ya que, al tener un tamafio de particula mas pequefio, tiene una mayor area de
superficie para interactuar con la vitamina generando una mejor retencion de la misma en el
corcho. Ademas, se debe sefalar, que de ahora en adelante se mencionard como “corcho grueso”

al corcho de tamafio >30 mesh y como “corcho fino o delgado™ al corcho de tamafio >60 mesh.
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DISTRIBUCION TAMANOS DE
PARTICULA DEL CORCHO
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Figura 22 Resultados obtenidos del estudio de la distribucion de los tamarios de las fracciones tamizadas
de corcho. La mayor cantidad de corcho se centra en los tamafios >30 mesh >60 mesh.

Las cantidades de corcho a utilizar fueron seleccionadas siguiendo un método que se habia
optimizado previamente en el laboratorio de Quimica Ambiental de la universidad, en el cual se
llevd a cabo la purificacion de un compuesto mediante la técnica MSPD, usando una fase
comercial como fase sorbente, correspondiente a 100 mg de C18, adicionalmente se agregaba 100
mg de florisil y 50 mg de Na,SO, para llevar a cabo la dispersiéon junto con la muestra en el
mortero [49]. Debido a que en el estudio descrito en este trabajo se busca utilizar fases naturales
como fase sorbente, el C18 se reemplazé con 100 mg de corcho delgado, y se mantuvo en el
procedimiento la adicion de 50 mg de Na, SO, , ya que las muestras trabajadas tendian a absorber
rapidamente humedad. En el caso del florisil, inicialmente se afiadia una capa de florisil a los
cilindros de jeringa, para luego montar sobre esta capa, la mezcla MSPD; sin embargo,
considerando que la funcién que cumple el florisil es el de retener compuestos polares y, que la
finalidad de desarrollar esta metodologia es alinearse lo mas posible con los principios de la
quimica verde, disminuyendo el uso de sustancias auxiliares, se dejoé de agregar ya que las
muestras eran previamente lavadas con agua para eliminar las sustancias interferentes polares que
pudieran estar contenidas en la matriz, y no se obtuvo variacion en los resultados al eliminar el

uso de este compuesto.
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Por lo tanto, la extraccion se llevo a cabo utilizando 100 mg de corcho delgado, 50 mg de Na, S0,
y la muestra, que luego de su liofilizacion presentaba un peso de alrededor del 30-50% de su peso
inicial como fue comentado con antelacion, estos fueron afiadidos en un mortero de porcelana
donde se llevd a cabo la dispersion por alrededor de 30 segundos hasta formar la mezcla

homogénea. Los componentes para llevar a cabo la extraccion se pueden observar en la figura 23.

Figura 23 Componentes para realizar la extraccion del analito, se utilizé 100 mg de corcho delgado, 50
mg de Na,S0,y la muestra previamente liofilizada.

5.23 Elucion del analito

Como ultima etapa de la optimizacion de factores que afectaran la extraccion del analito, se
procedio a optimizar la composicion de la jeringa y los disolventes de elucién. Como se comento,
una de las razones de la etapa de limpieza de la muestra, fue el hecho que los filtros PVDF
conectados a la jeringa, se colapsaban por la dispersion de tamafios de los componentes de la
muestra; no obstante, pese al lavado, los filtros seguian tapandose debido al paso de sustancias
presentes en las premezclas nutricionales. Debido a lo anterior, se realizd una optimizacion de la
composicion de la jeringa. Como el filtro de menor tamafio de poro presentaba problemas para la
elucion, lo primero que se hizo fue cambiarlo por un filtro PVDF de 0,45 um, aun asi, los filtros
se seguian tapando, impidiendo el paso del disolvente a través de él. Esto generd que se tuviera
que tomar una segunda medida con el fin de evitar el colapso, evaluando la opcion de adicionar
una capa antes de cargar la mezcla MSPD dentro de la jeringa, que cumpliera la labor de retener
dentro de la misma, las particulas de mayor tamafo impidiendo asi el taponamiento del filtro, para
esto se probo agregando una capa de algodén y una capa de lana de vidrio. En el caso de la capa
de algodon, se present6 una elucion mucho mas lenta en comparacion a la elucion utilizando lana
de vidrio, ademas, la capa de algodon eventualmente absorbia suficiente disolvente formando una

especie de tapon dentro de la jeringa que impedia el paso del disolvente, por lo que se decidid

43



utilizar una capa de lana de vidrio para ayudar en la retencion de particulas de mayor tamafo en
la etapa de la elucion. La lana de vidrio resultd ser una opcidén que no presentd problemas para el
paso del disolvente a través de ella, transcurriendo de forma bastante rapida, e impidiendo el paso
de gran parte de los componentes que pudieran taponar el filtro; pese a esto, a medida que
transcurria el tiempo de elucion, eventualmente el filtro se volvia a tapar. Provocando que como
tercera medida se agregaran 100 mg de corcho grueso, el que fue incorporado junto con la mezcla
MSPD dentro de la jeringa, y que favorecio el transporte del disolvente, ayudando a que la elucion
se desarrollara con normalidad. Finalmente, al servirse de las tres medidas antes mencionadas, se
logro llevar a cabo la elucion de manera rapida y eficaz. En la figura 24 se muestran los cambios

antes descritos variando la composicion de la jeringa para llevar a cabo la elucion del analito.
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Figura 24 A) Composicioninicial de la jeringa, que consistia en el cilindro de la jeringa provisto de un
filtro PVDF de 0,22 um. B) Elementos adicionados a la composicion inicial, en el caso del filtro de 0,22
um, se reemplazé por un filtro de 0,45 um, se adicioné a la composicion inicial una capa de lana de
vidrio y 100 mg de corcho grueso. C) Composicion final de la jeringa luego de los cambios realizados en
esta etapa.

La formacién de la especie de tapon al utilizar algodén como filtro, se puede explicar debido a
que el algodon estd formado en su mayoria por celulosa, que debido a la presencia del grupo
hidroxilo en su estructura, va a poder interactuar fuertemente con los disolventes polares como lo
son los alcoholes utilizados para la elucion den analito, lo que no sucede al utilizar lana de vidrio
que es mucho mas inerte que el algodon, por lo que no interacciona a tal punto con los

componentes contenidos en la jeringa, permitiendo una répida elucion.
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Para la optimizacion del disolvente de elucion se probaron diferentes disolventes y mezclas de
estos, con el objetivo de determinar cual de ellos generaba los mejores resultados en términos de
eficiencia y rapidez en el proceso de elucion, asi como también de evaluar los resultados
cromatograficos obtenidos. Para esto, se armaron jeringas con los componentes descritos
anteriormente y se cargd en ellas la mezcla MSPD, se probdé como disolvente de elucion
isopropanol, etanol, metanol, y acetona, también se probo eluir con mezclas de estos disolventes,
probando las mezclas de etanol-acetona, etanol-metanol, metanol-acetonitrilo y metanol-acetona,
todas en una proporcion 1:1 de cada disolvente. En la figura 25, se muestran los resultados

obtenidos al realizar la elucion de la muestra con disolventes puros.
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Figura 25 Cromatogramas obtenidos al realizar la elucion con diferentes disolventes. A) Resultado para
la elucion con isopropanol. B) Resultado para la elucion con etanol. C) Resultado para la elucion con
metanol. D) Resultado para la elucion con acetona.

Como se puede ver en la figura 25A), al realizar la eluciéon con isopropanol no se obtenia sefal
cromatografica para esta matriz, por lo que no es adecuado como disolvente de elucion. Para los
otros tres disolventes probados, se gener6 sefial cromatografica, en el caso del etanol (figura 25B)),
el problema se presentd al momento de realizar la elucién en si, proceso que empez6 a tardar
mucho mas en comparacion con otros disolventes, debido a que el contenido de la jeringa se
compactaba dentro de ella generando un proceso de elucion mas lento. Como se observa en la
figura 25C), al utilizar metanol como disolvente de elucion, se generaba un cromatograma con
una mala linea base, ademas de que presentaba el mismo problema que al eluir con etanol,
compactandose el contenido dentro de la jeringa lo que se traducia en eluciones mucho mas lentas.
El ultimo disolvente puro probado fue la acetona, que fue la que presentd los mejores resultados

en comparacion a los otros disolventes puros, la cromatografia resultante fue bastante buena, con
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una buena separacion de los otros componentes de la matriz y la elucion se llevo a cabo de manera
rapida; sin embargo, para evitar problemas de arrastre de otros componentes indeseables debido a
la polaridad de la acetona, se probo6 la elucidon con las mezclas de disolventes ya mencionados. En

la figura a continuacion, se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 26 Cromatogramas obtenidos al realizar la elucion con las mezclas de los disolventes. A) Resultado
para la elucion con una mezcla de EtOH-acetona. B) Resultado para la elucion con una mezcla de EtOH-
MeOH a 35°C C) Resultado para la elucion con una mezcla de EtOH-ACN. D) Resultado para la elucion con
una mezcla de MeOH-ACN. E) Resultado parala elucion con unamezcla de EtOH-MeOH a una temperatura
de 45°C
En el caso de las mezclas de disolventes, con todos se obtuvo una cromatografia similar en
términos de linea base y area del pico, exceptuando ¢l caso de la elucion con etanol-acetona (figura
26A) que presentd una menor area respecto a las otras mezclas. Sin embargo, se escogio la mezcla
de metanol-etanol como mezcla de elucion (figura 26E), debido a que fue la mezcla que presentd
la mejor separacion del pico cromatografico del analito de interés, pues con las otras mezclas, en
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la cromatografia se puede observar el solapamiento de dos sefiales lo que impediria la correcta
cuantificacion. Con el fin de asegurar la completa desorcion del analito retenido en el corcho, se

utilizé un volumen de 8 mL de esta mezcla, en dos eluciones secuenciales de 4 mL cada una.

5.3. Validar la metodologia segun los criterios de la VICH.

Como se menciond anteriormente, la validacion de la metodologia se realizoé seglin los criterios
de la VICH, evaluando los parametros linealidad, limites de deteccion (LD) y de cuantificacion
(LC), precision y exactitud, para una muestra correspondiente a una premezcla nutricional de perro

cachorro, la cual presenta una concentracion de colecalciferol informada de 43 Ul/g.

5.3.1 Linealidad: Curva de estandares

La linealidad del colecalciferol se evalué mediante una curva de calibrado de estandares,
evaluando el rango que abarcé desde los 15,8 Ul/mL hasta los 94,6 Ul/mL. Obteniendo lo que se
muestra en la figura 27, en donde se puede observar que el colecalciferol presentd un
comportamiento lineal para el rango en estudio, con un buen coeficiente de determinacién (R? =

0.9998).

Linealidad del colecalciferol
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Figura 27 Grdfico que muestra el drea obtenida en funcion de la concentracion de los estandares de
colecalciferol, para evaluar la linealidad de éste en el rango que va desde los 15,8 Ul/mL hasta los 94,6
Ul/mL.

La linealidad se evaluo en diferentes rangos de concentraciones segin las muestras a estudiar,
exhibiendo un comportamiento lineal en todos los rangos estudiados, con un buen coeficiente de

determinacion.
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5.3.2 Linealidad: Curva en matriz

Como las premezclas nutricionales de perro corresponden a una matriz altamente compleja en
donde existe presencia de distintos componentes, se evaluod la linealidad en una curva en matriz,
para poder evaluar la concentracion del analito considerando el aporte producido por la matriz.
Esta curva en matriz se prepard a partir de un blanco de la matriz el cual fue fortificado a distintas
concentraciones de estudio, abarcado el rango desde los 15,8 Ul/mL hasta las 126,1 Ul/mL. A

continuacion, se muestra lo obtenido para la curva en matriz.

Curva en Matriz
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Figura 28 Grdfico que muestra el area obtenida en funcion de la concentracion de distintos blancos de
matriz fortificados con una alicuota de estandar de colecalciferol, para evaluar la linealidad en curva en

matriz a distintas concentraciones en un rango que va desde los 15,8 Ul/mL hasta los 126.1 Ul/mL.

Como se puede ver en la figura 28, en la curva en matriz también existe un comportamiento lineal

en el rango estudiado, con un buen coeficiente de determinacioén R? =0,9973.

Se realizo un analisis estadistico a los datos de la curva estandar y la curva en matriz, para evaluar
la significancia de los parametros asociados al modelo de regresion lineal. En las figuras 27 y 28,
se observa que el orden de magnitud entre las variables de concentracion y area, son diferentes,
donde la variable area tiene por lo menos dos ordenes de magnitud mas que la variable
concentracion. Debido a lo anterior, se normalizaran estos valores, para poder realizar los analisis

de significancia de cada uno de los coeficientes obtenidos de la regresion lineal para cada curva.

Para realizar este analisis estadistico, se utilizaron modelos de regresion lineal con sus respectivas
métricas de evaluacion, esto se llevd a cabo utilizando los paquetes statsmodels.api y sklearn del
lenguaje de programacién Python, en su version 3.11. Lo primero que se realizd, fue la

normalizacion de las variables usando el segundo paquete antes mencionado, utilizando la funcion
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MinMaxScaler(), que genera una distribucion de las variables en el intervalo [0,1], luego se realizo
una regresion lineal utilizando la funcion OLS() entre las variables de concentracion y area

normalizadas.

En la figura 29A, se puede observar la curva en matriz normalizada, obtenida a partir del
procedimiento descrito en el parrafo anterior. Donde se observa el ajuste del modelo lineal a los
datos obtenidos, que luego de la normalizacion siguen la misma tendencia. En la figura 29B, se
muestran los resultados estadisticos para el modelo de regresion lineal ajustado entre las variables
area y concentracion normalizadas, donde el pardmetro constante, el intercepto, presenta una
significancia (p-value) mayor a 0,05, lo que nos indica que no se puede rechazar la hipotesis nula,

demostrando estadisticamente, que el intercepto no es significativo para el ajuste lineal de la curva.

Gréfico de dispersion curva en matriz normalizada
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Method: Least Squares  F-statistic: 2233.
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Time: 01:38:37  Log-Likelihood: 21.215
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Figura 29 Grdfico de dispersion de las variables normalizadas para la curva en matriz (A), junto con sus
respectivas métricas de evaluacion (B).
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Para la curva estandar, también se realizé el procedimiento descrito anteriormente, obteniendo lo
que se muestra en la figura 30. En la figura 30A, se puede observar el ajuste del modelo lineal a
los datos obtenidos de la curva de calibracion. En la figura 30B, se observan los resultados
estadisticos para el modelo de regresion lineal entre las variables area y concentracion
normalizadas, donde se observa que el parametro constante, el intercepto, presenta una
significancia (p-value) mayor a 0,05, lo que nos indica que no se puede rechazar la hipdtesis nula,

por lo que estadisticamente, el intercepto no es significativo para el ajuste lineal de la curva.

Grafico de dispersion curva de calibrado normalizada
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Figura 30 Grdfico de dispersion de las variables normalizadas para la curva estandar (4), junto con
sus respectivas métricas de evaluacion (B).

Debido a que en ambas curvas el intercepto no es una variable significativa para el ajuste lineal,
se puede prescindir de ella en el modelo de regresion lineal aplicado a las curvas correspondientes,
puesto que los datos se ajustarian de la misma manera a la recta generada por el producto entre la
pendiente y los valores de concentraciéon normalizada. Considerando lo anterior, se podria generar

un grafico de las variables area y concentracion con distinta escala, y de esta manera, se
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observarian curvas similares a las mostradas en las figuras 29A y 30A, esto no se realiza debido a
que las unidades de los graficos carecerian de sentido, y por lo tanto su interpretacion, seria mas

complicada respecto al andlisis estadistico realizado con las variables normalizadas.

Considerando los resultados ilustrados en la figura 29B, fijandose particularmente en el valor para
el intercepto, se puede notar que este es cercano a 0, por lo tanto, si se quisiera volver a las
magnitudes originales de la figura 28, al hacer la transformacion inversa de la normalizacion, se
obtendria un valor para el intercepto de 51.175, que esta en el mismo orden del intercepto mostrado
en dicha figura. Lo anterior se puede explicar debido a que, el valor del area entregada por el
equipo es muy grande en comparacion a las unidades de la concentracion con las que se trabajo,
en conclusion, el valor numérico aparentemente grande obtenido para el intercepto en esta curva,
no es representativo y no se debe considerar para los analisis quimicos, pues es un valor
matematico sin significancia estadistica. Este mismo analisis, se puede realizar para los datos

mostrados en la figura 30B.

5.3.3 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)

Se obtuvieron los limites de deteccion y de cuantificacion a partir de los parametros asociados a
la regresion lineal de la curva en matriz. En la tabla V, se muestran distintos parametros relevantes
de la regresion lineal obtenidos para la curva en matriz mostrada en la figura 28. Para determinar
los limites, se utilizd en particular la incerteza asociada al intercepto junto con la pendiente de la
curva como se mostrd en las ecuaciones 1y 2, donde LD se calculé como 3,3 veces el error del
intercepto sobre la pendiente, y LC se calculd6 como 10 veces el error del intercepto sobre la

pendiente de la curva.

Obteniendo como resultado un LD = 5,6 U/mL y un LC = 16,8 Ul/mL, que equivalen a valores
de 2,8 Ul/g y 8,4 Ul/g respectivamente, que debido a la concentracion informada para la premezcla
de perro cachorro, nos permitiria cuantificar el colecalciferol contenido en las muestras estudiadas

con un buen nivel de confianza.
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Tabla V Parametros obtenidos de la regresion lineal de la curva en matriz.

Parametro Valor obtenido
Pendiente (m) 1492,8
Intercepto (n) 60218
Om 31,6
o, 2514,2
R? 0,997
Suma residuos cuadrados 0,937

5.3.4 Precision

Para la precision como repetibilidad, se determind un coeficiente de variacion porcentual (CV%)
a partir de las concentraciones de colecalciferol obtenido en las distintas muestras analizadas. Para
comprobar con cual curva se obtenian mejores resultados, se analizd6 el CV% tanto para las
muestras cuantificadas con la curva estandar, asi como también para las muestras cuantificadas
con la curva en matriz. En la tabla VI se muestran los resultados obtenidos para las muestras
analizadas con la curva estandar, mientras que en la tabla VII, se muestran los resultados obtenidos
para las muestras analizadas con la curva en matriz. Cabe senalar que en ambas tablas se muestra
la concentracion en Ul/mL, ya que en estas unidades se obtiene la concentracion desde las curvas
preparadas, pero como se trata de una muestra soélida, también se agregd una columna en donde
se informa la equivalencia de la concentracion en Ul/g para mejorar la comprension de lo que aqui
se describe.

Tabla VI Resultados obtenidos para la repetibilidad al determinar la concentracion experimental de la
muestra utilizando la curva estandar.

., ., Promedio . e
Concentracion Concentracion .. Desviacion o
Muestra concentracion , CV%
Ul/mL Ul/g estandar
Ul/mL
1 123,4 61
2 138,2 69
3 100,1 50
4 123.5 61 120,3 16,6 13,8
5 136,0 68
6 100,5 50
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Tabla VIl Resultados obtenidos para la repetibilidad al determinar la concentracion experimental de la
muestra utilizando la curva en matriz.

e e Promedio ces
Concentracion = Concentracion .. Desviacion o
Muestra concentracion . CV%
Ul/mL Ul/g estandar
Ul/mL
1 65,1 32
2 68,1 34
3 60,3 30
4 65.1 B 64,5 3,4 53
5 67,7 34
6 60,4 30

Como se puede ver en la tabla VI, al cuantificar el colecalciferol contenido en las muestras
utilizando la curva estandar, se obtienen concentraciones mayores a la concentracion informada
para la premezcla nutricional, presentando una desviacion estandar alta para los resultados
mostrados y, por lo tanto, obteniendo un coeficiente de variacion también alto (13,8%). En el caso
de los resultados obtenidos al cuantificar las muestras con la curva en matriz, se obtienen
concentraciones mucho mas bajas, que corresponden a la mitad de las informadas con la curva
estandar, las concentraciones obtenidas con curva en matriz presentan mayor concordancia con la
concentracion de colecalciferol informada por la empresa para estas muestras. Se obtiene ademas
una desviacidon estandar baja entre los resultados, obteniendo, por tanto, un coeficiente de

variacion mas bajo que al usar la curva estandar (5,3%).

Resulta importante mencionar que el criterio de aceptacion de la VICH para la precision como
repetibilidad, es de CV% < 10%, por lo que los resultados obtenidos al utilizar la curva en matriz
como curva para cuantificar el analito, permite obtener resultados de acuerdo con lo descrito en la
VICH. Las grandes diferencias obtenidas al cuantificar con una curva u otra, se deben a que con
la curva en matriz, se considera el impacto de la matriz en la cuantificacion, considerando el aporte
dado por las interferencias que estan presentes en la matriz, que puedan estar aumentando o

disminuyendo la sefial, lo que permite corregir los resultados, generando que se obtengan

resultados mas cercanos al valor real.

Es importante sefialar, que estas muestras son preparadas en la misma empresa, controlando y
llevando un registro de la adicion de colecalciferol que es agregado en ellas, por lo que es logico

obtener valores mas bajos de concentracion de colecalciferol que el valor informado, no asi
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obtener valores mas altos. Los bajos valores obtenidos al utilizar la curva en matriz, puede deberse
a la degradacion de la vitamina por un mal almacenamiento, a pérdidas en el manejo de las
muestras, o simplemente a errores asociados a la metodologia en si, por lo que los resultados
obtenidos con curva en matriz no implican necesariamente que sea un mal resultado. En el caso
de los resultados obtenidos con curva estandar, la explicacion mas probable para obtener valores
de colecalciferol mas alto a los valores informados, es que posiblemente se esta considerando
algiin compuesto inherente de la matriz, que aporta area en nuestro analito a la hora de realizar la

cuantificacion.

Para la precision como precision intermedia, se determind nuevamente el CV% a partir de los
resultados obtenidos para distintas muestras de la premezcla nutricional estudiada. El
procedimiento en su totalidad fue realizado por un analista diferente, cambiando también el dia en
el que se realizaron las muestras y variando los instrumentos utilizados. Los resultados de este
estudio son mostrados en la tabla VIII, donde al igual que en las tablas anteriores, se muestra la
concentracion del analito en Ul/mL, obtenida a partir de la cuantificacién con la curva en matriz,
y su respectiva conversion a concentracion en Ul/g ya que se trata de una matriz sélida.

Tabla VIl Resultados obtenidos para el estudio de la precision intermedia al determinar la concentracion
experimental de la muestra a partir de la curva en matriz

Promedio

Concentracion Concentracion .y Desviacion o
Muestra concentracion , CV%
Ul/mL Ul/g estandar
UIl/mL

1 65,8 33
2 79,5 40
3 71,9 36
4 64,3 32
5 64.0 32 69,9 6,9 9,9
6 67,8 34
7 64,9 32
8 81,0 41

En el caso de la precision intermedia al cuantificar con la curva en matriz, nuevamente se obtienen
concentraciones menores a las informadas por la empresa, éstas presentan una desviacion estandar
mayor que para el caso de repetibilidad, lo que se puede deber a que hay dos valores que se escapan
un poco de la tendencia de los demas valores, alcanzando los 40 Ul/g, no obstante a lo anterior, se
obtiene un coeficiente de variacion de 9,9%, estando dentro del criterio de aceptacion planteado
por la VICH.
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5.3.5 Exactitud

La exactitud se evalud en términos de un porcentaje de recuperacion, determinando el contenido
de colecalciferol en 8 réplicas de una muestra de premezcla nutricional, calculando la recuperacion
de esta frente al valor tedrico de colecalciferol informado en las mismas por la empresa. En la
tabla IX, se resumen los resultados del estudio de la exactitud, al igual que en los casos anteriores
se muestra la concentracion tanto en Ul/mL, debido a que en estas unidades se evalua desde la
curva en matriz, como también se muestra en Ul/g, unidades en las que se informa el valor teérico

de colecalciferol en esta matriz.

Como se puede notar, la concentracion de colecalciferol contenido en las premezclas nutricionales
es mas baja que la informada por la empresa, y varian entre el 70-90% del valor real, obteniendo
un valor promedio de recuperacion del 80% (% Re prom), lo que estd dentro del criterio de

aceptacion otorgado por la VICH segun la concentracion de este tipo de muestras.

Tabla IX Resultados obtenidos para la evaluacion de la exactitud expresada en un % de recuperacion.

Concentracion Concentracion C(.)ncentracmn % % Re
Muestra Ul/mL Ul/g informada Recuperacion = prom
Ul/mL
1 64 32 70
2 68 34 80
3 81 41 90
4 65 32 80
5 64 32 86 80 80
6 66 33 80
7 80 40 90
8 72 36 80

En la tabla X, se muestran los parametros propuestos por la guia VICH para validar metodologias
analiticas, en la cual se resume la manera de evaluar dichos pardmetros, junto con el criterio de
aceptacion que define la guia para aceptar metodologias aplicadas a productos
farmacologicos/nutricionales de uso veterinario. Como se puede observar en la tabla, y como
también se ha mencionado a lo largo de este estudio, la guia propone rangos donde se deben
encontrar los valores de los parametros para aceptar la metodologia desarrollada, debido a esto,
no es correcto determinar un grado de cumplimiento. Sin embargo, para la metodologia

desarrollada en este estudio, se evaluaron los parametros mostrados en la tabla, y los resultados
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Tabla X Parametros descritos por la guia VICH para la validacion de metodologias analiticas.

Parametro

Linealidad

Exactitud

Precision

Limite de deteccién (LD)

Limite de cuantificacion (LC)

Selectividad/Especificidad

Grado de

Evaluacion ..
cumplimiento

Se evalua en una curva de calibrado
mediante métodos estadisticos apropiados,
como una regresion lineal por el método de

minimos cuadrados determinando el

cuadrado del coeficiente de correlacion de
Pearson, el cual debe presentar un valor
cercano a 1 para ser aceptado. La linealidad
debe ser evaluada en un rango de por lo
menos 5 concentraciones conocidas
diferentes.
Se evallia mediante la recuperacién del
analito, medida como un porcentaje de
recuperacion. La exactitud recomendada
para un método depende de la
concentracién del analito, para el analito

dado (43 Ul/g 6 1,075 pg/g), el criterio de Se logra
aceptacion de exactitud es obtener totalmente el
recuperaciones dentro del rango entre cumplimiento
-20% a +10%. de cada uno de
Como repetibilidad, puede ser evaluada los parametros
usando un minimo de 6 determllnaC|ones al evaluados para
100% de la concentracion. S s
L . la validacion de
Como precision intermedia, se puede ,
la metodologia

estudiar como el efecto de eventos

aleatorios en la precision del procedimiento desarrollada

analitico, donde las tipicas variaciones segun los
corresponden a dias, analista, equipamiento, criterios
etc., no es necesario estudiar el efecto de otorgados por
estos de manera individualizada. la guia VICH

Se informa mediante el coeficiente de
variacion (CV%), y el rango de aceptacién
estara determinado por la concentracién del
analito, para el analito dado, el criterio de
aceptacion es CV% <10%

Se puede determinar basandose en la

desviacion estandar de la respuesta (o) y la
pendiente (m) como LD = %’

Se puede determinar basandose en la

desviacion estandar de la respuesta (o) y la
. 10
pendiente (m) como LC = Ta

Puede ser demostrada con la resolucion de
los dos componentes que eluyen cercanos
uno del otro.
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obtenidos del estudio, permiten concluir que la metodologia analitica, es adecuada para ser

utilizada en premezclas nutricionales.

5.4. Realizar estudios de dispersion de distintas premezclas
nutricionales de Veterquimica S.A.

Para el cumplimiento de este objetivo, se realizaron estudios de dispersion en distintas premezclas
nutricionales entregadas por la empresa. El estudio se realiz6 en términos de la homogeneidad que
presentaban los diferentes lotes de muestras entre si; para esto, se tomé de manera aleatoria una
cantidad de muestra de un mismo lote para llevar a cabo el analisis del contenido de colecalciferol
presente en ella. El grado de dispersion entre los resultados se estudid mediante el coeficiente de
variacion, del mismo modo que se realizd para los parametros de validacion. En la tabla XI, se
muestran los resultados del estudio de homogeneidad para una premezcla nutricional de perro
cachorro, en donde se obtuvo una concentracion promedio de 32,4 Ul/g, una desviacion estandar
de 2,0 Ul/g y un CV% de 6,2%, por lo que no habria una diferencia significativa al tomar de
manera azarosa la muestra desde un mismo lote para este lote en particular.

Tabla XI Resultados obtenidos para la evaluacion de la homogeneidad de un lote correspondiente a una
premezcla nutricional de perro cachorro (L:119668).

Promedio

Muestra Cb(:nc?(llltrzgit/)n concentracion Dest\ila;mn CV%
obtenida (Ul/g) (Ul/g) estandar
1 32,6
34,3 32,4 2,0 6,2
3 30,3

Tabla XIl Resultados obtenidos para la evaluacion de la homogeneidad de un lote correspondiente a un
nucleo nutricional (L:111451).

., Promedio . .
Muestra Concentracion concentracion Desviacion CVY%
obtenida (Ul/g) estandar 0

(Ul/g)
2685

3034
3364
3126
3504
3310
2832
2676

3066 316 10

01 N WD KW
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En la tabla XII, se muestran los resultados obtenidos para el estudio de la homogeneidad de un
lote correspondiente a un nucleo nutricional de perro adulto, para el cual se obtuvo una
concentracion promedio de 3066 Ul/g, una desviacion estandar de 316 Ul/g y un CV% de 10%.
Cabe recordar que los nucleos nutricionales son muestras donde el contenido de colecalciferol esta
mucho mas concentrado que en las premezclas nutricionales, sin embargo, los bajos contenidos
de colecalciferol encontrados en estas muestras pueden deberse a que estos fueron estudiados
bastante tiempo después de la preparacion de los mismos, sin tomar resguardos para su
almacenamiento, por lo que probablemente la vitamina se degradoé en el transcurso del tiempo. No
obstante, el CV% obtenido se encuentra en el limite superior (10%), que generalmente es aceptado

para la dispersion de las muestras estudiadas en este rango de concentracion segun la guia VICH.

En la tabla XIII, se muestra el resultado obtenido para el estudio de homogeneidad de un lote de
una premezcla nutricional de perro cachorro, al igual que en los casos antes presentados, para esta

matriz también se obtuvo un coeficiente de variacién aceptable, teniendo un valor de 9,4%.

Los valores obtenidos para el coeficiente de variacion de las distintas muestras, indican que
aparentemente existe homogeneidad en el contenido de colecalciferol que éstas presentan, y que
no depende de la porcion de la muestra que se tome, aun cuando se trata de una matriz s6lida y

con bajo contenido de colecalciferol como lo son las premezclas nutricionales.

Tabla Xill Resultados obtenidos para la evaluacion de la homogeneidad de un lote de una premezcla
nutricional correspondiente a un perro cachorro.

., Promedio . e
Muestra Concentracion concentracién Desviacion CVY%
obtenida (Ul/g) estandar 0

(Ul/g)
32

34
41
32
32
33
40
36

35 3,3 9,4

0N NN AW~

58



5.5. [Evaluar la factibilidad de aplicar la metodologia en otras matrices
como alimentos completos de wuso animal, con intervalos
concentracion menor de vitamina D3 a niveles de pg/kg.

Como ultimo objetivo planteado en un comienzo, se propuso evaluar la factibilidad de aplicar la
metodologia en otras matrices como los alimentos completos. Como se mostrd en la figura 11, los
alimentos completos son matrices de producto terminado, donde la vitamina esta presente en una
concentracion menor, que la que presentan en las premezclas nutricionales, siendo estas de 0,050
Ul/g y 50 Ul/g para el alimento completo y la premezcla nutricional respectivamente. Debido a
esto, y considerando los limites que se obtuvieron al trabajar con la premezcla nutricional, LD =
2,8 Ul/g y LC = 8,4 Ul/g, es que se determin6 que no es posible aplicar la metodologia en matrices
como los alimentos completos, pues la sensibilidad de la metodologia no me permitiria detectar el
analito de interés por la baja concentracion que éste tiene en esta matriz, considerando que su
concentracion es de dos 6rdenes de magnitud menor que lo que mi metodologia puede detectar, es
decir, tendria que concentrar cien veces la muestra para alcanzar el limite en el que se pueda

detectar, lo que no resulta ser una opcion viable.

Para poder detectar el analito en concentraciones tan bajas de vitamina, se podrian estudiar otras
opciones como lo seria el analisis y deteccion por cromatografia liquida acoplada a un detector de
masas, con lo cual se lograria un limite de deteccion menor y se podria trabajar en matrices mas
diluidas como el producto terminado o alimento completo, pero con la metodologia aqui
presentada y, con el equipo utilizado, no es factible la determinaciéon de colecalciferol en dichas

matrices.

5.6. Evaluacion del verdor de la metodologia.

Como ultimo paso para terminar el estudio, se evalud el verdor de la metodologia presentada
utilizando la herramienta AGREEprep, a continuacion, se detalla el analisis y los resultados para

el estudio del verdor.

En este caso en particular, la preparacion de muestra para la matriz de estudio consiste en tres
etapas, la primera etapa corresponde a una limpieza para eliminar interferentes, la segunda etapa
corresponde a la extraccion del analito con la técnica MSPD, y finalmente la tltima etapa
corresponde al secado y preconcentracion del analito. Para el analisis de los materiales y reactivos

utilizados, se tom6 como guia las cantidades necesarias para la preparacion de una muestra de la
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premezcla nutricional de perro cachorro en cada una de estas etapas. En la tabla XIV, se mencionan

los diferentes materiales, reactivos y disolventes utilizados para la preparacion de la muestra.

Tabla XIV Materiales, reactivosy disolventes necesarios para la preparacion de una muestra de premezcla
nutricional de perro cachorro

Materiales/Reactivos/Disolventes Cantidad
Muestra (premezcla nutricional) 2g
Tubo de polipropileno 1 unidad (13,6 g)
Agua 20 mL
Corcho fino 0,1g
Sulfato de sodio anhidro 0,05¢g
Corcho grueso 0,1¢g
Jeringa de 5 mL 1 unidad (6,8 g)
Filtro PVDF 0,45 um 1 unidad (2,5 g)
Fibra de lana de vidrio lg
Mezcla de elucion (MeOH-EtOH 1:1) 8 mL (4 mL de cada disolvente)
Disolvente de reconstitucion (EtOH) 1 mL
Pipetas pasteur desechable 1 unidad (1,5 g)
Jeringa de 3 mL 1 unidad (4,4 g)
Filtro PVDF 0,22 um 1 unidad (0,8 g)
Vial de 2,0 mL 1 unidad (2,9 g)

Teniendo en consideracion los materiales y sustancias auxiliares utilizadas, se puede realizar el
analisis con la herramienta AGREEprep. Como las muestras son preparadas y analizadas en el
mismo laboratorio, correspondera a una preparacion de muestra on site, que no va a requerir del
transporte de materiales o instrumentos para realizar el muestreo en un sitio diferente a donde es
realizado el analisis, si no que, el analisis se lleva a cabo directamente donde la muestra es

preparada.

El segundo criterio evaltia la seguridad de los reactivos y materiales utilizados. AGREEprep
considera que una cantidad sobre 10 mL de todo quimico que sea toxico por cualquiera de las vias
de exposicion no es aceptable y le asigna un puntaje de 0. Segiin un estudio realizado en el afio
2019 por Marek Tobiszewski [50], el etanol y el metanol son considerados biosolventes y no
suponen un gran peligro medioambiental como si es el caso del acetonitrilo que se utiliza como
fase movil para el andlisis de la muestra. En otro estudio realizado por Vahid Vatanpour et al., en
el ano 2022, sittan al metanol en los disolventes ligeramente problematicos, pero aun
recomendados [51]. En el caso de estudio particular, se utilizan 1,8 mL de ACN para analizar una

muestra, sin embargo, para evaluar el verdor de la metodologia se consideran tnicamente los
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disolventes utilizados en la etapa de preparacion de muestra como tal, por lo que la cantidad de

volumen introducida para este criterio es de 0 mL.

El tercer criterio considera los materiales sostenibles, renovables y reutilizables, en particular, en
este estudio se reutilizaron los tubos coénicos en los que se lavaba la muestra, y también se utilizo
corcho para realizar la extraccion, un material renovable y sostenible, pero que representan una
pequefia porcion frente al resto de materiales usados, lo que equivale a un valor menor al 25% de

los reactivos y materiales utilizados.

Para el cuarto criterio, se debe considerar el desecho generado durante el procedimiento de
preparacion de muestra. Para esto, se sigui6 el diagrama propuesto por Pena-Pereira et al. [42],
donde se considerd la cantidad de materiales utilizados una Unica vez, la cantidad de materiales
reutilizables, la cantidad de quimicos afiadidos y el tipo de muestra, obteniendo para este criterio

un valor de 49,26 g de desecho generado.

El quinto criterio se relaciona con la miniaturizacion y considera el tamafio de la muestra, que, en
el caso de este estudio, corresponde a 2 g. Cabe sefalar que para AGREEprep, muestras superiores

a 100 mL o g, no son aceptables.

El sexto criterio evaluado se relaciona con el rendimiento de la muestra, y lo definen como el
numero de muestras que puede ser preparado en una hora. En este caso, por hora se pueden
preparar 1,5 muestras considerando toda la etapa de preparacion de muestra (limpieza, extraccion,

secado y preconcentracion).

El séptimo criterio, evalua la automatizacion del procedimiento con el fin de minimizar la
intervencion humana, y con ello, los errores, a la vez de reducir los riesgos de exposicion para los
operadores. En primer lugar, para puntuar este criterio, se deben considerar los pasos implicados
en la etapa de preparacion de muestra. Como se menciond anteriormente, para la metodologia
desarrollada, se consideraron 3 pasos: limpieza, la extraccion MSPD y finalmente el secado y
reconstitucion del producto. Es importante sefialar que se consideraron estos pasos debido a que
los autores definen un paso como una operacion o conjunto de operaciones conducentes a un
cambio de la matriz de la muestra, un cambio en el volumen, propiedades o composicion de la
muestra, la separaciéon de fases o un cambio en el propio analito, recalcan también que las
operaciones menores no deben ser tratadas como un paso separado. En segundo lugar, se evalua
la automatizacion del procedimiento, para la metodologia desarrollada, es necesaria la
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participacion parcial del operador para poder llevar a cabo las tareas como colocar las muestras
dentro del liofilizador, sin embargo, no se requiere la participacion directa para el desarrollo del

procedimiento.

Para el octavo criterio, evaliia el consumo de energia a lo largo del procedimiento, para esto, se
estima el requerimiento energético necesario para completar el procedimiento de preparacion de
muestra, dividida por el nimero de muestras extraidas, de esta manera, se considera el consumo
energético en watt’/hora (Wh) por muestra, al realizar el calculo con los diferentes instrumentos

utilizados, se obtiene un valor de 442,51 Wh por muestra.

El noveno criterio no requiere célculos, simplemente se seleccion6 la opcién de cromatografia

liquida como método de analisis.

Finalmente, para el ultimo criterio donde se evaltia la exposicion del operador, no se considera la
peligrosidad de los quimicos utilizados, debido a que se toman resguardos como el uso de guantes

y delantal, reduciendo asi el posible riesgo relacionado con el derrame de los diferentes quimicos.

Considerando todos los criterios antes mencionados, la herramienta puntia la metodologia con un
valor de 0,4 como se puede ver en la figura 31. Lo que aparentemente indicaria que la metodologia
no es muy verde desde los criterios evaluados por AGREEprep, sin embargo, lo que se propone
en este estudio es una metodologia mas verde que las utilizadas cominmente para determinar
colecalciferol en matrices complejas, debido a esto, se determina el puntaje para una metodologia
que ha sido descritas en la literatura, y se compara con el puntaje obtenido para este estudio (0,4)
con el fin de poder concluir respecto al verdor que presenta la metodologia aqui presentada cumple

con ser mas verde.

v
29

0.0

Figura 31 Resultado obtenido parala evaluacion del verdor de la metodologia desarrollada en el presente
estudio.
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= - S - GG

20 g de muestra
enriquecidas con
0,15 mg deSl, se

saponificé con

45 mLde KOH y

una solucién de

pirogalol en

EtOH al 1%. Fue
purgado con N,

y agitado
durante 2 horas,
para luego

mantenerlo a

temperatura
ambiente toda la

Las muestras fueron
extraidas 4 veces con una
mezcla de 80% éter de
petréleo y 20% diétil éter
(la primera extraccion
con 150 mLy las otras
tres con 75 mLde la
mezcla). Se lavaron las
fases organicas con 100
mL de agua desionizada.
Se concentraron hasta
0,5 mL bajo Na 50°C, se
transfirieron a viales con
10 mL de éter dietilico y
se llevaron a sequedad

noche.

bajo N, a temperatura

ambiente.

Los extractos fueron
disueltos en 0,5 mLdei-
PrOH al 0,1% en
ciclohexano y 0,6 mL de
DCM. Una primera
purificacién se realizé
mediante SPE, eluyendo
con una mezcla al 0,4% de
i-PrOH/DCM, la fraccion
recolectada se evaporo a
sequedad bajo corriente
de N,a temperatura
ambiente. Se reconstituyé
con 350 pL dei-PrOH al
1%en ciclohexano y fue
filtrado con un filtro de
jeringa de nylon de 0,45
pm.

Cuantificacion

VD,

HPLC semi-

Extractos fueron reconstituidos
en 180 pL de fase movil, e
inyectados en una columna
Lichrospher RP-18 (5 um, 25 cm,
3 mm, Merck No. 1.50154.0001)
montado en un HPLC Agilent
1100. Se utilizé un detector UV-
DADy se registrd el espectro.

Fase mévil: 98% MeOH/2%
H,0 a 0,4 mL/min

Volumen de inyeccion: 40 pL.

preparativa

Una segunda purificacion se realizd6 mediante
cromatografia liquida de fase normal,
utilizando un sistema HPLC Agilent 1100
equipado con un colector de fracciones y un
detector de longitud de onda multiple. La VD3
se eluyd en 2 columnas de silice conectadas en
serie (Supelcosil LC-Si 5 um, 15,0 cm, 4,6 mm,
Supelco, n°58200-U). Se agregd 40 uL de
etilenglicol a las fracciones para mantener y
retener al analito en solucién previo ala
evaporacion bajo N,. Los extractos se
reconstituyeron con 180 plL de fase moévil y se
filtré a través de un filtro de nylon de jeringa.

Fase movil: 0,5% i-PrOH/hexano a 1 mL/min

Volumen de inyeccion: 100 pL.

Figura 32 Procedimiento que describieron Bilodeau y colaboradores para determinar colecalciferol en
muestras de pescado. (Adapatado de Determination of vitamin D3 and 25-hydroxyvitamin D3 in

foodstuffs by HPLC UV-DAD and LC-MS/MS (2011) [49]).
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Como estudio comparativo se eligié el desarrollado por Bilodeau et al. [52], quienes describen
detalladamente el procedimiento a seguir para determinar el contenido de colecalciferol en
productos alimenticios, lo que facilita el analisis realizado en AGREEprep. El procedimiento

seguido por los autores se muestra en la figura 32.

Debido a que en este procedimiento las muestras son recolectadas y luego transportadas al

laboratorio, se escoge la opcidn ex situ para el primer criterio.

Para el segundo criterio se consider6 la peligrosidad de las sustancias utilizadas, basandose en la

tabla propuesta por Vatanpour [51], la cual fue adaptada y se muestra a continuacion.

Tabla XV Ranking general de los solventes propuesto por Vatanpour y colaboradores en el afio 2022.

Altamente . Problematico/ ‘. Recomendado/
. Peligroso . Problematico ‘o Recomendado

peligroso Peligroso Problematico

Dietil éter Hexano Ciclohexano Heptano Acetona i-PrOH

Benceno Dnséglé ;op il THF Clorobenceno MeOH Agua

ccl, Metoxy- ACI(.iO Acetonitrilo Etilenglicol EtOH
etanol féormico
Nitrometano .1’4- DCM Tolueno Ciclohexanona Isopropil
Dioxano acetato

Cloroformo Pentano Piridina Me-THF Metil acetato Anisol

Para este criterio, se consideraron las cantidades de disolventes clasificados desde altamente
peligrosos a problematicos, obteniendo un volumen utilizado de 70,15 mL. Para el tercer criterio,

se selecciono la opcion: valor menor al 25% de los reactivos y materiales utilizados.

Para el cuarto criterio, no se tiene la informacion suficiente respecto a los materiales como para
poder estimar un valor numérico del total de desecho generado, por lo que, para este caso, se
repetira el valor obtenido para la metodologia desarrollada por nosotros para la premezcla
nutricional, que equivale a un total de 49,26 g. Para el quinto criterio se considera una muestra de

20 g que es con la que trabajan los autores.

Para el sexto y octavo criterio, al igual que para el cuarto, no se cuenta con la informacion
suficiente como para obtener un valor exacto, por lo que se utilizaran los valores obtenidos en
nuestra metodologia, equivalente a 1,5 muestras/hora y 442,51 Wh/muestra respectivamente. Para
el séptimo criterio se consideran los 4 pasos previos al analisis que describen los autores, y se

selecciona un grado de automatizacion del sistema de semiautomatico.
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Para el noveno criterio se selecciond cromatografia liquida, y para el décimo criterio al igual que
en nuestro caso, se selecciond que no habia peligro de exposicion para el operador asociado, ya
que se supone que se tomaron los resguardos correspondientes para utilizar los disolventes y otros

reactivos.

Considerando todos los criterios antes mencionados, la herramienta puntia la metodologia descrita
en la bibliografia con un valor de 0,17 como se puede ver en la figura 33. Lo que indicaria que la
metodologia es mucho menos verde desde los criterios evaluados por AGREEprep, que la
metodologia que se ha propuesto a lo largo de este estudio para poder determinar el contenido de

colecalciferol en matrices complejas nutricionales.

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Figura 33 Resultado obtenido para la evaluacion del verdor de la metodologia que se ha descrito
comunmente en la bibliografia.

Cabe senalar, que este resultado no refleja con exactitud el verdor de la metodologia descrita en la
bibliografia, ya que no se tiene la informacioén apropiada para poder puntuar de manera correcta
los criterios 4, 6 y 8, los que probablemente tendrian un peor puntaje asociado debido alos tiempos
de procesamiento. Aun asi, el resultado aca informado es una aproximacion de la puntuacion de
verdor de las metodologias comunmente desarrolladas para la determinacion de colecalciferol en

matrices nutricionales, lo que nos ayuda a tener una idea del grado de ecologizacion de estas.

Otro aspecto a considerar, es que no se compard una metodologia aplicada en la misma matriz,
debido a que no se encontro literatura que indicara procedimientos relacionados a premezclas
nutricionales de uso veterinario, por lo que se opto6 por utilizar una metodologia aplicada a matrices

nutricionales de uso humano, lo cual puede ser motivo de sesgo en los resultados obtenidos.

65



Obviando los aspectos antes mencionados, se puede concluir que la metodologia presentada en
este estudio es mas verde que las utilizadas rutinariamente, ya que no necesita el uso de disolventes
organicos considerados téxicos para llevarla a cabo, ademas, los volimenes de disolventes
utilizados son menores debido a que la muestra requerida para llevar a cabo el estudio es mucho

menor, siendo 10 veces mas pequefia que la utilizada en el estudio comparativo.

Se podria mejorar el puntaje obtenido para el verdor, si se reciclaran todos los materiales posibles,
como podria ser el caso de las jeringas donde se realizo la elucion, que mediante un lavado
apropiado podrian ser recuperadas para reutilizarse en analisis posteriores, de esta manera se
reduciria la cantidad de desecho generado, y por lo tanto se obtendria un puntaje mas alto otorgado

por la herramienta.

5.7. Metodologia alternativa para matrices sencillas.

Para llevar a cabo el desarrollo de una metodologia que permitiera cuantificar el contenido de
colecalciferol presente en distintas muestras de materia prima (concentracion informada por el
fabricante de 500.000 Ul/g), y en muestras de nucleos nutricionales (concentracioén informada de
5.000 Ul/g), se probaron diferentes procedimientos, todos consistentes en una extraccion con
disolventes asistida por ultrasonido utilizando equipos de bafios ultrasénicos, variando el

disolvente y los tiempos de extraccion para obtener las mejores recuperaciones.

De este estudio, se obtuvieron mejores recuperaciones y una menor variabilidad en los resultados,
al utilizar el procedimiento seleccionado para matrices sencillas, que, como se mencion6 en la
metodologia, consistid en tomar una muestra de 0,1 g de materia prima, o 0,5 g de ntcleo
nutricional, llevando a cabo una extraccion de 20 minutos, primero utilizando agua como
disolvente, y luego utilizando una mezcla 1:1 de EtOH-i-PrOH por otros 20 minutos, para poder
extraer el contenido de vitamina presente en esta muestra. En la tabla XVI, se presentan los
diferentes procedimientos probados, siendo el ultimo el método escogido para la extraccion de
colecalciferol desde estas matrices, ya que como se puede observar en la tabla, presenta un
coeficiente de variabilidad de 1,2%, obteniendo una concentracion experimental de 515.063 Ul/g
para la matriz en estudio, que presenta un error del 3% respecto a la concentracion informada por

el fabricante.
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Tabla XVI Resultados obtenidos de los procedimientos evaluados para extraer colecalciferol en muestras
sencillas.

Tiempo de  Concentracion

A Solvente de s . % Cv
Procedimiento . extraccion experimental
extraccion . Rec %
(min) (Ul/g)
1 Etanol 15 465105 93 5,9
2 Etanol 20 507678 102 1,7
3 Etanol 25 524406 92 2,7
4 Etanol 30 519733 103 1,7
Agua + Mezcla
5 EtOH-i-PrOH 15 461987 105 16,2
Agua + Mezcla
6 E{OH-i-PrOH 20 515063 104 1,2

Este estudio permitio concluir, que los procedimientos que implicaban la adicion de agua previo
a la adicion de la mezcla utilizada para la extraccion de colecalciferol, presentaban mayores
recuperaciones de la vitamina, lo que probablemente se deba a que el agua logra romper el coating
en el que se encuentra encapsulada la vitamina, y por lo tanto se obtengan mejores recuperaciones
al realizar la extraccion con la mezcla de disolventes luego de esta ruptura. Lo que tiene sentido,
considerando que el coating en el que estd encapsulada la vitamina, cumple la funcion de
protegerla de las condiciones ambientales, pero probablemente éste sea de naturaleza hidrofilica,
debido a que esto facilitaria la liberacion dentro del organismo del animal al entrar en contacto
con la saliva, lo que, a su vez, posibilita la obtencion y almacenamiento de la vitamina por el tejido

graso del cuerpo, al ya quedar disponible para su absorcion.
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Cabe sefialar que en la tabla XVI, se resumen los resultados obtenidos para muestras analizadas
de manera triplicada para cada procedimiento, y en base a estos resultados, se seleccioné el sexto

procedimiento como metodologia para matrices mas sencillas.
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Figura 34 Cromatograma obtenido para una muestra de materia prima analizada con el procedimiento
seleccionado para esta matriz.

5.8. Validacion de la metodologia alternativa

Como se menciond anteriormente, la validaciéon de la metodologia se realizd seglin los criterios
de la VICH, evaluando los parametros linealidad, precision y exactitud, para 8 muestras réplicas
correspondiente a un nticleo nutricional (concentracion teoérica informada de 5.000 Ul/g) y para 8

muestras réplicas de un fortificado de nucleo nutricional (concentracion teorica calculada de 4.922

Ul/g).

5.8.1 Linealidad: Curva de estandares

La linealidad del colecalciferol se evalué mediante una curva de calibrado de estandares,
evaluando el rango que abarc6 desde los 71,2 Ul/mL hasta los 356,0 Ul/mL. Obteniendo lo que se
muestra en la figura a continuaciéon, donde se puede observar que el colecalciferol presenté un
comportamiento lineal para el rango en estudio, con un buen coeficiente de correlacion cuadratico

(R? = 0.9949).
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Figura 35 Grafico que muestra el drea obtenida en funcion de la concentracion de los estandares de
colecalciferol, para evaluar la linealidad de éste en el rango que va desde los 71,2 Ul/mL hasta los
356,0 Ul/mL.

El comportamiento lineal mostrado en el grafico de la figura 35, concuerda con lo descrito
anteriormente en esta investigacion, ya que el colecalciferol exhibié un comportamiento lineal en
distintos rangos de concentracion estudiados, que, para el caso de los nucleos nutricionales, no fue

la excepcion.

5.8.2 Precision

Se utilizaron 8 muestras réplicas de nuicleos nutricionales, las que fueron analizadas paralelamente
para evaluar la precision de la metodologia en términos de repetibilidad. Adicionalmente, se
prepararon fortificados del nucleo, a partir de un nicleo sin contenido de vitamina D5, al que se le
afadi6 una cantidad conocida de materia prima, correspondiente a 80,4 mg, obteniendo asi una
concentracion teorica de los fortificados de 4.922 Ul/g (concentracion experimental: 5.070 Ul/g,
calculada a partir de la concentracion obtenida para la vitamina descrita en la tabla XVI), las que
también fueron evaluadas en octuplicados estudiando la precision. Se evalué también una muestra
blanco del nicleo nutricional para poder comparar el cromatograma cuando no hay presencia de
vitamina y poder hacer el contraste cuando si estd presente en la matriz, y finalmente, se analiz
una muestra del blanco del nticleo, con la adicion previa de una alicuota de estandar de la vitamina,
con el fin de poder identificar el tiempo de retencion de esta. De cada una de estas matrices se
tomaron porciones de 0,5 g, éstas fueron colocadas en sus respectivos tubos de polipropileno
previamente rotulados y se repitioé el procedimiento para matrices sencillas que se describi6é en

parrafos anteriores. Las tablas XVII y XVIII, muestran los resultados para el estudio de
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repetibilidad en ntcleos y en fortificados, analizadas con la curva estandar que se muestra en la

figura 34.

Tabla XVII Resultados obtenidos para el parametro de precision en términos de repetibilidad, al
determinar la concentracion experimental de muestras de niicleo nutricional.

< .. Concentracion e e,
Concentracion Concentracion . Desviacion
Muestra (Ul/mL) (Ul/g) promedio estandar CV%
(Ul/g)
1 146,2 2821
2 162,5 3182
3 192,0 3517
4 169,4 3275
5 192.9 3663 3213 324 10
6 177,3 3465
7 157,9 2971
8 147,2 2812

Tabla XVIII Resultados obtenidos para la precision en términos de repetibilidad, al determinar la
concentracion experimental de muestras de nucleo nutricional fortificado.

., ., Concentracion . .,
Concentracion Concentracion . Desviacion
Muestra (Ul/mL) (Ul/g) promedio estandar CV%
(Ul/g)
1 246,0 4748
2 319,3 5627
3 352,1 5919
4 322,0 5886
5 261.6 5185 5362 537 10
6 317,3 5770
7 271,8 5282
8 247,6 4478

Al igual que en el caso de las premezclas nutricionales, en las tablas XVI y XVII se muestra la
concentracion de colecalciferol en Ul/mL, ya que en estas unidades se obtiene la concentracion
desde la curva estandar, pero como se trata de una muestra solida, también se agregd una columna

en donde se informa la concentracion en Ul/g para mejorar la comprension de lo que se describe.

Como se puede observar en la tabla XVI, las concentraciones obtenidas para el colecalciferol

contenido en el ntcleo nutricional, es menor a la concentracion que ha sido informada (5.000
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Ul/g), presentando un error respecto a la concentracion tedrica de -36%, en este caso, es importante
sefalar, que esta matriz se analizé después de meses desde su fabricacion, por lo que es probable
que la vitamina contenida en la misma, se pudiera haber degradado por la exposicién a altas
temperaturas o a las condiciones ambientales dentro del laboratorio, pues no se almaceno
resguardando la integridad de la misma, lo que podria explicar las bajas concentraciones obtenidas.
Aun asi, se obtuvo un coeficiente de variacion del 10% para esta matriz, quedando dentro del
criterio de aceptacion otorgado por la VICH para la precision. En el caso de los fortificados, la
concentracion obtenida de manera experimental presentd concordancia respecto a la concentracion
de colecalciferol afiadida a la matriz, presentando un error de solo el 6% respecto a dicho valor,
con un coeficiente de variacion del 10%, por lo que se encuentra dentro del criterio de aceptacion

otorgado por la VICH.

Los resultados obtenidos para la matriz de ntcleos nutricionales se podrian mejorar, obteniendo
resultados menores para el coeficiente de variacion al utilizar una curva en matriz, de tal manera
que se considere el efecto que aporte la matriz en estas muestras, efecto que se ha demostrado que

existe y que afecta los resultados, sin embargo, para estas muestras no se realizoé curva en matriz.

En la figura 36, se muestran los cromatogramas obtenidos para el blanco del nticleo, asi como
también el cromatograma obtenido al afiadir una alicuota de estandar de VD5 para poder identificar

el tiempo de retencion de la vitamina en esta matriz.
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Figura 36 Cromatogramas obtenidos para una muestra blanco del nucleo (figura a la izquierda) y para un
blanco con adicion del estandar (figura de la derecha).

En la figura 37, se muestra uno de los cromatogramas obtenidos tanto para el nucleo como para el
fortificado. En ella es posible apreciar el area aumentada que presenta el fortificado en relacion al
sin fortificar, lo que concuerda con la mayor concentraciéon de colecalciferol que esta presente en

esta matriz.
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Figura 37 Cromatogramas obtenidos para una muestra de nucleo (figura superior) y para un fortificado
(figura inferior).

5.8.3 Exactitud

Para evaluar la exactitud de la metodologia, se analizo la recuperacion a 3 niveles de concentracion
diferentes (80, 100 y 120 % de la concentracién de vitamina en las muestras). Para lo cual, de
manera triplicada se tomaron muestras de 0,4 g, 0,5 gy 0,6 g, tanto del nticleo como del fortificado

preparado, y se repitié el procedimiento para analizar estas muestras.

La tabla XIX, muestra los resultados obtenidos para el estudio de exactitud a tres niveles diferentes
para muestras de un nucleo nutricional, como era de esperar, se obtuvieron bajas recuperaciones
debido a que las concentraciones obtenidas de manera experimental son mucho mas bajas que las
informadas de manera teérica, lo que como se discutié antes, puede deberse a la degradacion de

la vitamina en estas matrices debido al tiempo de almacenamiento sin resguardo previo al analisis.
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Tabla XIX Resultados obtenidos parala evaluacion de la exactitud a tres niveles diferentes expresada en
un % de recuperacion para muestras de nicleo nutricional.

Nivel Concentracion = Concentracion C(;::::g:;;lon % %Re
(UI/mL) (Ul/g) (Ul/g) Recuperacion = promedio

144,5 3553 89

80% 118,0 2727 4000 68 79
127,4 3148 79
192,0 3517 70

100% 192,9 3663 5000 73 71
177,3 3465 69
187,0 2830 47

120% 174,1 2548 6000 42 49
2287 3399 57

En la tabla XX, se muestran los resultados obtenidos para el estudio de exactitud a tres niveles
distintos para los fortificados de nucleos. Para los niveles estudiados se obtienen recuperaciones
en un rango que varia entre los 84 a 117%, promediando una recuperacion del 103% para el primer
nivel (correspondiente a concentraciones al 80% de colecalciferol), 100% para el segundo nivel
(al 100% de la concentracion del colecalciferol) y 88% para el tercer nivel (correspondiente a una
concentracion al 120% de la concentracion de colecalciferol). Presentando un error mayor en el
nivel mas alto, por lo que se debe tener mayor cuidado al aplicar esta metodologia en matrices
sencillas con concentraciones mas altas, ya que estas introducen recuperaciones mas bajas y, por
lo tanto, errores mas altos en los resultados.

Tabla XX Resultados obtenidos para la evaluacion de la exactitud a tres niveles diferentes expresada en un
% de recuperacion para las muestras de fortificados de niicleo nutricional.

Nivel Concentracion @ Concentracion Cg::s:g:;;on % %Re
(UI/'mL) (Ul/g) (Ul/g) Recuperacion = promedio

243,1 4651 114

80% 211,3 4090 4000 100 103
207,8 3861 95
352,1 5185 102

100% 322,0 5282 5000 104 100
317,3 4748 94
256,2 5071 84

120% 286,0 5431 6000 89 88
288,1 5527 91
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Al llevar a cabo la validacion del nucleo, se obtienen como resultado bajas concentraciones de
colecalciferol en esta matriz, y, por lo tanto, bajas recuperaciones. Esto puede deberse a un
incorrecto almacenamiento, que como se ha mencionado anteriormente, podria haber provocado
la degradacioén de la vitamina contenida en esta matriz, ademads, se debe mencionar que no se tiene
un registro claro de la fecha de preparacion de esta y, por lo tanto, no se sabe el tiempo de
exposicion a condiciones ambientales. Otro factor importante de esta matriz, es que fue preparada
con una materia prima diferente a la evaluada en este estudio, debido a que inicialmente se
trabajaba con una materia prima de diferente fabricacion, pero estudios posteriores realizados por
la empresa, demostraron que la calidad de estas era menor a la que fue anadida tardiamente,
ocasionando una facil degradacion de la misma al no controlar las condiciones de almacenamiento,
debido a esto, es que resulta razonable pensar que la vitamina se degradd previo al analisis y de

ahi los bajos resultados obtenidos, y no precisamente a un error de la metodologia.

En el caso de los fortificados, estos fueron preparados con la materia prima que se encontrd que
era de mejor calidad, ademas se supone que no hubo degradacion de la vitamina pues se trabajo
con esta matriz en el corto plazo desde que fue preparada, lo que se ve reflejado en los resultados
obtenidos pues se obtienen buenas recuperaciones y concentraciones concordantes a la informada

con el método utilizado.

Por lo anterior, el método desarrollado para determinar el contenido de colecalciferol en matrices
sencillas como son los ntcleos nutricionales es una alternativa ecologica, rapida y sencilla, que
ofrece resultados con precision y exactitud aceptable segtin los criterios otorgados por la VICH,
que puede ser aplicado en este tipo de matrices, evitando asi el uso de grandes cantidades de
solventes toxicos y de materiales que puedan ser dafiinos para el analista, siendo una alternativa
muy eficiente en términos del tiempo que requiere para el analisis, y que ademas presenta la
ventaja de requerir Unicamente instrumentos accesibles que estdn presentes en todos los

laboratorios quimicos.
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6. CONCLUSIONES

Se logro realizar la extraccion de colecalciferol contenido en premezclas nutricionales mediante
la técnica MSPD utilizando corcho molido como fase sorbente natural, evitando asi el uso de fases
sorbentes comerciales y apegandose un poco mas a los principios propuestos por la Quimica Verde

en comparacion con las técnicas informadas para la extraccion de este compuesto.

Se optimizé el método cromatografico que permitié determinar y cuantificar de mejor manera la

vitamina mediante cromatografia liquida de alta eficiencia utilizando un detector de arreglo de

diodos.

Se optimiz6 también la extraccion del analito utilizando la técnica MSPD utilizando corcho molido
fino como fase sorbente, y optimizando los componentes que afectaban la elucion del analito a la
hora de realizar la desorcion de éste desde el corcho tales como la composicion de la jeringa en
donde se realizo la elucion, asi como también de los disolventes escogidos para llevar a cabo la

elucion del analito.

Se valido la metodologia segun los criterios otorgados por la VICH, con lo que se demostré que
se trata de una metodologia precisa y exacta para la determinacion de vitamina en estas matrices
complejas. Se comprobo, ademds, que, para matrices altamente complejas con una amplia
variedad de componentes en ellas, es necesario realizar la cuantificaciéon con curva en matriz,
considerando los efectos que pueda tener esta sobre los resultados del analito obtenido, generando

resultados mas exactos cuando se considera el efecto de la matriz en la muestra.

Se concluye que el método desarrollado permite la determinacion de colecalciferol desde matrices
complejas como lo son las premezclas nutricionales, mediante una técnica facil, rapida y eficiente,
que no requiere de grandes cantidades de solventes, ni largos tiempos de procesamiento como
sucede con las técnicas convencionales, obteniendo recuperaciones del 80% respecto al valor
informado para estas muestras. Cabe destacar que no se puede asegurar con total certeza que el
contenido de vitamina en la premezclas no sea menor al que informan, pues la vitamina es
altamente degradable al exponerse a condiciones ambientales no controladas, como lo son las altas
temperaturas, la luz proveniente del sol, humedad, entre otras, por lo que no hay una manera de
asegurar que el contenido de colecalciferol en las premezclas no se degrad6 antes del analisis, lo
que aumentaria la recuperacion obtenida, pues la concentracion si es que la vitamina se degrada,

seria menor.
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Se propone que se podria aumentar la aplicacion de la metodologia a diferentes muestras de
estudio, utilizando un equipo acoplado a un detector de masas, el cual ofrece una sensibilidad
mayor para poder estudiar aquellas muestras en que se encuentra la vitamina en menor

concentracion como lo son los alimentos completos de uso veterinario.

Se realizé un estudio comparativo del verdor de la metodologia desarrollada y de una metodologia
informada en la literatura, para determinar colecalciferol en matrices complejas nutricionales,
obteniendo que la metodologia desarrollada en el presente estudio es mas verde segun la
herramienta AGREEprep, y por lo tanto, mas amigable con el medioambiente y con el operador,
proporcionando mayor seguridad al llevar a cabo el procedimiento, obteniéndose un puntaje de
0,4 puntos (en una escala de 0,0-1,0) para la metodologia propuesta, es decir, un valor en el medio
inferior segun los criterios evaluados, mientras que para la metodologia de la literatura se obtuvo
un puntaje de 0,17 puntos, encontrandose en el limite inferior de la escala de esta herramienta

meétrica.

Adicionalmente, se propone una metodologia alternativa para matrices mas sencillas que las
premezclas nutricionales, como lo son los ntcleos nutricionales, donde no se requiere mas que la
utilizacion de disolventes apropiados para la extraccion de colecalciferol desde estas matrices,
facilitando lo que es el andlisis de vitamina, y, otorgando resultados precisos y exactos segun los
criterios de la VICH, lo cual aporta atractivo a la metodologia desde un punto de vista ecoldgico,
al adecuar el procedimiento segin la complejidad de la matriz en estudio con resultados que

respaldan la aplicacion de una u otra metodologia.
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