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RESUMEN

La industria alimentaria emplea cada vez mas los carotenoides por su capacidad de
incrementar el valor nutritivo y otorgar color a los productos, en particular el B-caroteno es
el pigmento mas comun en la familia de los carotenoides y es ampliamente utilizado en la
produccién de golosinas, helados, lacteos, bebidas y alimentos procesados debido a sus

propiedades antioxidantes y ser precursor de la vitamina A.

Por lo tanto, el presente trabajo pretende cuantificar el contenido del carotenoide All-trans-
[-caroteno validando una metodologia propuesto por Van Heukelem & Thomas aplicada en
biomasa liofilizada de la microalga Arthorspira platensis por cromatografia liquida de alta
resolucion. Asi, brindar una metodologia alternativa para la determinacion del carotenoide
All-trans-B-caroteno que se vienen desarrollando en diferentes laboratorios de analisis
quimico pertenecientes a la industria alimentaria, debido a que a nivel nacional no existen

muchos estudios sobre el cultivo de la microalga Arthorspira platensis.

Las pruebas de validacion se desarrollaron en un Cromatografo liquido con detector de
arreglo de diodos HPLC-DAD dentro de las instalaciones del Laboratorio de Analisis
Instrumental, el carotenoide estudiado fue el All-trans-f-caroteno y se identific6 comparando
su espectro de absorcion UV y tiempo de retencion con un estandar certificado de All-trans-
J-caroteno obteniendo una concentracion promedio de 831 ug de All-trans-S-caroteno por

gramo de muestra.

Los parametros de validacion estudiados fueron; la linealidad, donde se reportdé un
coeficiente de correlacion (r) mayor a 0,995; en el estudio de repetibilidad y precisién
intermedia valores porcentuales de desviacidn estandar relativa menores al 1,5% y 2,5%, un
porcentaje de recuperacion entre 90% y 105%, los limite de deteccion y cuantificacion fueron
1,96 pg/mL y 6,49 pg/mL respectivamente y el estudio de la robustez demostré que el
método analitico tuvo mayor sensibilidad al cambio de la temperatura de la columna, longitud
de onda y exposicidn a luz respecto al resto de factores evaluados. Ademas se estimd la

incertidumbre del método revisando diferentes fuentes bibliografias como la EURACHEM



y por experiencia del analista, identificando las principales fuentes de incertidumbre y sus

respectivas contribuciones.

El método ha cumplido con los criterios de aceptacion propuestos segun normas vigentes
como la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), Asociacion de las
Comunidades Analiticas (AOAC Internacional), el Codex Alimentarius, Farmacopea de los
Estados Unidos de América (USP), ICH, ISO y se le ha considerado como una buena
alternativa para la cuantificacion del carotenoide All-trans-p-caroteno en la microalga

Arthorspira platensis.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Actualmente las microalgas han sido ampliamente estudiadas por sus numerosos contenidos
de compuestos bioactivos, que son aprovechados para su uso comercial en la industria
alimentaria, por ejemplo la microalga Haematococcus pluvialis para la produccién de
Astaxantina como potente antioxidante de importancia en la salud humana, la microalga
Schizochytrium sp. para la produccién de acido docosahexaenoico (DHA) perteneciente al
Omega-3 de gran importancia para la formacién de los componentes estructurales del
cerebro, etc. (Priyadarshani & Rath, 2012)

En particular el uso de la microalga Arthrospira platensis o también llamado “Spirulina
platensis ” como fuente alimenticia, se remonta a partir del siglo 9 y se cree que fue utilizado
por los aztecas en México alrededor del siglo 16. Este microorganismo fue aislado por
primera vez por Turpin en el afio de 1827 en un arroyo de agua fresca y se han encontrado
diferentes especies de Spirulina en ambientes como tierra, arena, agua de mar y agua fresca.
(Mercola, 2011).

En el afio 1970 algunos estudios realizados sobre el cultivo de microalgas se llevaron a cabo
en los paises con vias de desarrollo, varios proyectos en Peru, Tailandia e India fueron
apoyados por la Agencia Alemana de Cooperacion Técnica (GTZ), donde el objetivo de los
estudios eran la produccion de microalgas para el consumo humano, otros proyectos con el
uso de Spirulina se llevaron a cabo en la India, Togo y Senegal. El objetivo principal de estos
proyectos era desarrollar la produccién de Spirulina por su alto contenido de B-caroteno
(Provitamina A) y proteinas para ayudar a combatir la desnutricion en las personas que viven

en pueblos de paises subdesarrollados. (Giraldo Vicente, 2004).

La Arthrospira platensis se desarrolla en forma natural en diferentes lugares, siendo sus
principales localizaciones en lagos de Africa (Kenia, Etiopia, Egipto, Sudéan, Argelia, Congo,

Zaire y Zambia). Se encuentra ademas en Asia tropical y subtropical (India, Myanmar,



Pakistan, Sri Lanka, China, Tailandia y Rusia), en América (Peru, Uruguay, California) y en

Europa (Espafia, Francia, Hungria y Azerbaijan) (Ramirez Moreno & Olvera Ramirez, 2006).

Actualmente, esta microalga rica en compuestos bioactivos esta siendo utilizada en todo el
mundo como suplemento alimenticio y vitaminico debido a su alto contenido de carotenoides
(B-caroteno) y por sus aspectos farmacéuticos debido a sus propiedades antioxidantes para

ayudar a tratar numerosas enfermedades del corazon, cancer, etc.

El B-caroteno es un constituyente comdn en la Spirulina platensis presentando una
concentracion promedio del 1% (w/w), este compuesto incrementa la respuesta inmune en
seres humanos y animales, ademéas es convertido en vitamina A (Retinol) en el cuerpo
humano, por lo que se conoce como Provitamina A. EI consumo de p-caroteno es importante
para la salud debido a que disminuye el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares,
protege la piel, fortalece el sistema inmunoldgico, protege la vista, previene la diabetes, etc.
La proteccion contra el cancer ha sido atribuida a su actividad antioxidante, siendo uno de
los principales carotenoides implicados en el sistema de defensa contra los radicales libres

(Ramirez Moreno & Olvera Ramirez, 2006).

Ante esta necesidad de cuantificar el p-caroteno (Provitamina A) se han desarrollado diversas
técnicas, entre ellas la espectrofotometria UV y cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC acoplada a diversos detectores tales como el arreglo de diodos DAD y UV-VIS (Perez
Hernandez, Aldana J, & Rodriguez, 2011). Otros estudios utilizan métodos mas sofisticados
como técnicas acopladas a espectrometria de masas tales como cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas (LC/MS) lo cual implica contar con una infraestructura adecuada y

equipos muy costosos (Huck, Popp, Scherz, & Bonn, 2000).

Van Heukelem & Thomas reportaron una metodologia alternativa que permite determinar el
contenido de pigmentos, entre ellos el f-caroteno en muestras bioldgicas, este método
presenta una serie de ventajas en las que destacan: menor toxicidad, facil adaptamiento de
analisis 'y menor costo, a comparacion de otros métodos convencionales que utilizan

solventes de extraccion de mayor toxicidad como diclorometano, cloroformo, éter de



petréleo y requieren de largos tiempos de corrida con fases moviles de diferentes valores de

pH que deterioran la columna cromatografica.

De acuerdo a normas vigentes, las metodologias no normalizadas deben ser validadas
(Resolucion N° 0008-2003/INDECOPI-CRT), por ello, la Asociacion Espafiola de
Farmacéuticos de la industria (AEFI), Asociacion de las Comunidades Analiticas (AOAC
Internacional), Eurachem, el Codex Alimentarius, Farmacopea de los Estados Unidos de
Ameérica (USP), ISO y otros organismos internacionales, recomiendan la validacion del
método analitico evaluando los pardmetros de desempefio como: veracidad, precision,
especificidad, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad y robustez
(Ruiloba Rossel, 2003).

En el presente trabajo, el método propuesto por Van Heukelem & Thomas ha sido aplicado
con la finalidad de obtener una nueva alternativa para la cuantificacion del carotenoide All-
trans-f-caroteno en la microalga Arthrospira platensis, y permitir determinar que bajo
condiciones de laboratorio el método cumple con los criterios de aceptacion propuestos;
prosiguiendo con las investigaciones relacionadas al estudio de biocompuestos en diferentes

microalgas.



CAPITULO 2: GENERALIDADES

2.1. Arthrospira platensis (Spirulina platensis)

2.1.1. Introduccion:

La Arthrospira platensis llamado también "Spirulina platensis" debido a su apariencia en
forma espiral filamentosa, es una microalga unicelular verde azulada del género de
cianobacterias y pertenece a la clase Cyanophyceae de la familia Oscillatoriaceae (Kargin
Yilmaz, 2012).

Esta microalga crece de forma natural en lagos alcalinos, que contienen bicarbonato sddico
(NaHCO3) o carbonato sodico (Na2COs) y otros minerales, estos lagos se encuentran en todos
los continentes incluyendo la Antéartida, por ejemplo en América del Sur, crece en la laguna
Orovilca, laguna Huacachina (Per(), lago Texcoco Créater (México) y otros (Giraldo Vicente,
2004).

La Arthrospira platensis se cultiva en diferentes medios liquidos y solidos llamados medios
de cultivo, tales como: Negrita medio basal, BG11, Zarrouk, y modificado Zarrouk. La
Arthrospira platensis estd influenciada por las condiciones de cultivo, tales como:
concentracion de nitrogeno, la intensidad de la luz, presencia de contaminantes, la
temperatura, la presencia de iones de bicarbonato, la concentracion de fosfato y la
concentracion inicial de biomasa (El-Shouny, El-Fatah, El-Fatah Abomohra, & Abo-
Eleneen, 2015).

La Arthrospira platensis se ha utilizado como complemento alimenticio durante siglos por
diferentes poblaciones y redescubierto en los ultimos afos, la Arthrospira platensis es rica
en nutrientes importantes, tales como proteinas (50-70%), vitaminas, minerales,
carbohidratos y acidos grasos esenciales como el acido gamma linolénico (EI-Shouny, El-
Fatah, El-Fatah Abomohra, & Abo-Eleneen, 2015).



La vitamina B12 y el contenido de p-caroteno en la Arthrospira platensis es mayor que en
cualquier otra planta en nuestro planeta; ademéas la microalga compensa la deficiencia de
vitaminas y minerales, promueve la fuerza, resistencia, y eleva la concentracion de oxigeno
en la sangre (USA GMP, 2016).

Ademaés de su importancia nutricional, tiene aspectos de importancia medicinal debido a su
eficacia en la reduccion de la hiperlipidemia, la diabetes, la hipertension arterial, y también
se ha demostrado que posee efectos anti-virales y anti-cancer (EI-Shouny, El-Fatah, El-Fatah
Abomohra, & Abo-Eleneen, 2015).

2.1.2. Descripcion:

La Cyanophyta o algas azul-verdes incluyen a las plantas méas primitivas, al igual que las
bacterias tienen una organizacion procariota y carecen de cromatoforos como lo tienen otras
algas o plantas superiores. Su coloracion azul-verde predominante se debe principalmente a
la clorofila a y a pigmentos como el B-caroteno, C-ficocianina (azul), C-ficoeritrina (rojo) y

diversas xantofilas (Giraldo Vicente, 2004).

La Arthrospira platensis es una cianobacteria y tiene forma espiral, puede llegar a medir
desde 0,3-1,0 milimetros (Earthrise Nutritional, 2016), bajo el microscopio aparece como
filamentos verdosos de células cilindricas dispuestas en filas helicoidales y deslizandose
sobre su axil (Buttori & Di Ruscio, 2009).
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Figura 2.1. Fotografias tomadas de un cultivo de Arthrospira platensis por el Banco de Germoplasma



2.1.3. Composicion Quimica:
La composicion quimica de las microalgas varian en magnitud de acuerdo a las condiciones

de crecimiento como la temperatura, pH, la disponibilidad de nutrientes, etc (Giraldo
Vicente, 2004).

La composicion quimica de la microalga Arthrospira platensis se resume en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Composicidn nutricional de Arthrospira platensis comercial en
polvo (Falquet, 2012)

COMPOSICION CONTENIDO
(por g de peso seco)
Carbohidratos 15 -25%
Proteinas 50 —-70%
Lipidos 5,6 7%
Acidos nucleicos 4,2 6%
VITAMINAS
B-caroteno 700 -1700 pg
Vitamina E 50 - 190 pg
Vitamina B1(Thiamina) 34 - 50 pg
Vitamina B2 30 —46 ug
Vitamina B6 (Piridoxina) 5-8ug
Vitamina B12 15-2ug
MINERALES
Calcio 1300 — 1400 pg
Fésforo 6700 — 9000 ug
Hierro 580 — 1800 ug
Magnesio 2000 — 2900 ug
Potasio 6400 — 15400 ug
Sodio 4500 g




2.1.4. Obtencién de biomasa microalgal:
La biomasa es obtenida generalmente en un proceso que involucra 3 etapas: cultivo, cosecha

y secado.

2.1.4.1. Cultivo de microalgas.

Este proceso se realiza en dos etapas:

La primera etapa consiste en cultivar la microalga a partir de matraces de 1 L bajo
condiciones controladas en la Sala de microalgas (Temperatura ambiental 18°C y 100 lux

de iluminacion).

Figura 2.2. Cultivo de la microalga Arthrospira platensis en

matraces de 1L

La segunda etapa consiste en elevar el volumen de manera escalonada (desde 2 L hasta 30 L,

comenzando desde matraces y culminando en bolsas verticales de 30 L de capacidad)



Figura 2.3. Cultivo intermedio y masivo de la microalga Arthrospira platensis

2.1.4.2. Cosecha de microalgas. Culminando los dias de cultivo se realiza la cosecha
microalgal (acumulacién de biomasa mediante la técnica de filtracion), el cual es realizado

con la ayuda de un tamiz de 45 pm.
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Figura 2.4. Cosecha de la microalga Arthrospira platensis por filtracién con

malla de 45 pm.

2.1.4.3. Secado de biomasa microalgal. El proceso de secado se puede realizar de diferentes
métodos, pero para asegurar que la composicion de la biomasa no se altere se prefiere

liofilizar la biomasa himeda.

Figura 2.5. Secado de biomasa de la microalga Arthrospira
platensis. A la izquierda, se muestra el liofilizador usado
(LABCONCO 16L) para liofilizar las muestras de biomasa
microalgal. A la derecha, se muestran la biomasa liofilizada y

conservado en bolsas ziploc a 4°C.



2.2. CAROTENOIDES
2.2.1. Definicion:

Los carotenoides son compuestos activos bioldgicamente, clasificados como nutrientes con
diversas aplicaciones terapéuticas. Poseen propiedades antioxidantes y anticancerigenos
(Perez Hernandez, Aldana J, & Rodriguez, 2011).

Los carotenoides o tetraterpenoides son una clase de pigmentos terpenoides que son
sintetizados por plantas, algas, levaduras, hongos, bacterias fotosintéticas y contienen 40
atomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-geranil-
pirofosfato, en su mayoria son solubles en solventes apolares y de coloraciones que oscilan
entre el amarillo (B-caroteno) y el rojo (licopeno) (Martinez Martinez, 2003).

Se han identificado mas de 600 pigmentos naturales liposolubles que han atraido a muchos
investigadores, debido a sus propiedades comercialmente deseables, tales como su origen
natural, toxicidad nula y alta versatilidad (Strati, Sinanoglou, Kora, Miniadis Meimaroglou,
& Oreopoulou, 2012). Entre los carotenoides tenemos el B-caroteno considerado como el
carotenoide mas importante comercialmente y ampliamente utilizado, el cual juega un rol
importante tanto en el reino animal como en el vegetal, cumpliendo funciones tales como:
secuestrador de especies reactivas de oxigeno, provitamina A, transferencia de energia en el

proceso de fotosintesis, entre otros.

Los carotenoides son compuestos sensibles a la luz, el calor, condiciones de pH y es propenso
a la isomerizacion y oxidacion, debido al gran nimero de dobles enlaces que posee su
estructura, esto resulta en alguna manera la pérdida de color. (Yeverino Gutierrez, 1997)

La degradacion oxidativa, es la principal causa de grandes pérdidas de carotenoides, depende
de la disponibilidad de oxigeno y es estimulado por la luz, enzimas, metales, y co-oxidacion

con hidroperoxidos lipidicos (Rodriguez Amaya, 2001).

La formacion de epdxidos y apocarotenoides (carotenoides con esqueleto de carbono
abreviado) parece ser el paso inicial, como se muestra en la Figura 2.2 (Rodriguez & Kimura,
2004).
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trans-carotenoides
- isomerizacién
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oxidacién - cis- carotenoides
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Compuestos de bajo
peso molecular

Figura 2.6. Posible esquema para la degradacion de carotenoides (Rodriguez & Kimura, 2004).

La oxidacion puede reducirse inyectando nitrégeno a la mezcla o mediante la adicién de hielo
seco previo a lahomogeneizacion. Estas medidas, sin embargo, aumentan el costo de analisis,
sin embargo el empleo de acetona fria y rapida extraccion son suficientes para evitar errores

en este paso (Rodriguez & Kimura, 2004).

Se han desarrollado diversas técnicas para la determinacién de carotenoides, entre ellas la
espectrofotometria UV y cromatografia liquida de alta resolucion HPLC acoplada a diversos
detectores tales como arreglo de diodos DAD, UV-VIS y masas. (Perez Hernandez, Aldana
J, & Rodriguez, 2011).

2.2.2. Clasificacion:

Los carotenoides se clasifican en dos grupos: Carotenos y Xantofilas.

2.2.2.1. Carotenos: Los carotenos son compuestos quimicos que solo contienen atomos de
carbono e hidrégeno en su estructura, por lo que tienen caracteristicas de hidrocarburos y son
solubles en solventes apolares y poco polares como el éter de petrdleo, tetrahidrofurano, etc.,
entre ellos encontramos al B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno, licopeno, etc (Yeverino
Gutierrez, 1997).

2.2.2.2. Xantofilas: Compuestos quimicos pertenecientes al grupo de los carotenoides que
posee uno 0 mas atomos de oxigeno debido a que son la forma oxidada de los carotenoides,

y se presentan como aldehidos, acidos, alcoholes y ésteres que son solubles en solventes
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polares como el metanol, entre ellas tenemos a la luteina, zeaxantina, fucoxantina,

violaxantina, etc (Martinez Martinez, 2003). En general para los carotenos se usa el sufijo

caroteno, y para las xantofilas el sufijo ina.

Tabla 2.2. Estructuras de algunos carotenoides mas distribuidos en la naturaleza

CAROTENOS

a-caroteno
IS N Y g 2 g N
) e e e S T U g e e N y-caroteno
AN A S N Y Y . T T Vg N Vg Licopeno
XANTOFILAS

NN U G

trans-p -apo-8-

carotenal

A S T Ve e e e N

HO

OH

Luteina
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OH

A Y g VO Y e 2 e Zeaxantina

HO

2.2.3. p-Caroteno:

El B-caroteno es un pigmento de color naranja-amarillo de la familia de los carotenoides que
se utiliza ampliamente como colorante de alimentos. El p-caroteno es muy atractivo como
colorante alimentario natural debido a sus actividades antioxidantes y provitamina A que

proporcionan un valor adicional a los productos (Wang, Lin, & Chen, 2012).

El B-caroteno fue el primer carotenoide purificado, su abundancia en vegetales y en alimentos
hacen de él una fuente fundamental de vitamina A para muchas personas. Los carotenoides
representan alrededor del 30% de la ingesta total de vitamina A. (Orozco Chilel, 2010)

La mayor parte de p-caroteno estd naturalmente presente en la forma trans (All-trans-p—
Caroteno), sin embargo algunas cantidades de forma cis también estan presentes en
alimentos: 9-cis-p-caroteno, 11-cis-p-caroteno ,13-cis-p-caroteno y 15-cis-p-caroteno (ver
Tabla 2.3) (Xu Qun & Rohrer, 2012).

Tabla 2.3. Estructura del p—Caroteno y sus 4 principales isémeros cis
ESTRUCTURAS DEL pB-CAROTENO Y SUS PRINCIPALES ISOMEROS cis

S N N Vo 2 g 2 VN All-trans-B-caroteno

S N N Ve V2 S N

N 9-cis-p-caroteno
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IS NN Y gl g N

11-cis-B-caroteno

SN g NV Y

13-cis-B-caroteno

15-cis-p-caroteno
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2.2.4. Estudios del p-Caroteno como antioxidante:

El B-caroteno es un pigmento de color amarillo o naranja que al ser ingerido se transforman
en el higado y en el intestino delgado en vitamina A (Orozco Chilel, 2010).

Presenta actividad antioxidante e inmunomodulacion, que pueden prevenir enfermedades
degenerativas, tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes y varios tipos de cancer,
especialmente de préstata y tumores en el tracto digestivo (Strati, Sinanoglou, Kora, Miniadis
Meimaroglou, & Oreopoulou, 2012).

Ademas se ha demostrado que previene la aparicion de enfermedades del corazon por sus
propiedades antioxidantes que contribuyen a que se formen menos depdsitos en las arterias
favoreciendo la circulacion de la sangre (Orozco Chilel, 2010).

2.2.5. Determinacion de p-Caroteno:

Actualmente la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) se ha convertido en un
procedimiento ampliamente utilizado para la determinacion de carotenoides, debido
principalmente a su rapida separacién y lo mas importante su buena resolucion (Colman

Martinez, Martinez Huélamo, Miralles, Estruch, & Lamuela Raventés, 2016).

El analisis de carotenoides se realiza de forma rutinaria por HPLC en fase reversa, debido a
su mejor eficiencia de separacion en mezclas complejas. Las columnas C30 proporcionan
mejores resoluciones para los carotenoides con similar polaridad en comparacion con las
columnas C18, por lo que generalmente las columnas C30 son normalmente seleccionados
para la separacion de isdmeros geométricos (Strati, Sinanoglou, Kora, Miniadis

Meimaroglou, & Oreopoulou, 2012).

La elucidn isocrética es rapida y se puede realizar con un equipo sencillo (con una sola bomba
de alta presion y el disolvente premezclado), la linea base es estable, los tiempos de retencién
son reproducibles y por lo general es idéneo para la determinacion de carotenoides. Por otro
lado, la elucion en gradiente presenta la ventaja de ofrecernos mayor poder de resolucion,
sensibilidad, y elucion de compuestos fuertemente retenidos, por lo que es mas utilizado para
resolver toda la gama de carotenoides que se encuentran en matrices complejas (Rodriguez
Amaya, 2001).
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El método més empleado para la determinacion de carotenoides es el método del estandar
interno ya que minimiza los errores derivados por manipulacion de la muestra (evaporacion
del solvente durante el proceso de extraccion) y en los analisis por HPLC como errores en

los volimenes de inyeccion (Scottish Marine and Freshwater Science, 2010).

El estandar interno se selecciona en funcién de una serie de requerimientos entre las que
destacan: estabilidad, respuesta semejante al analito y no formar parte de la muestra. Entre
los estandares internos mas utilizados para el andlisis de carotenos se encuentran: trans-p—

apo-8-carotenal, la equinenona y etil-p-apo-8'-carotenato. (Rodriguez Amaya, 2001)

Para poder cuantificar el contenido de All-trans-p—caroteno, primero se debe comprobar que
existe una respuesta lineal por parte del detector construyendo una curva de calibracion que
relacione la concentracion o peso del estandar del caroteno con la relacion del estandar de
caroteno Yy el estandar interno. Luego se obtienen los factores de respuesta del equipo y se

comparan con los encontrados para la muestra para obtener los resultados.

El p—Caroteno debido a que se descompone por efecto de la luz, cambiando la estructura
original del carotenoide (por ejemplo isomerismo cis y trans) es un factor a considerar al
momento de realizar la extraccion. Por esta razon la extraccion de carotenoides se debe
realizar en condiciones de ausencia de luz, a temperatura ambiente o menor, en ausencia de
oxigeno (atmosfera de nitrégeno) y lo mas rapido posible, para evitar la degradacion por la
accion conjunta de los factores mencionados (Martinez Martinez, 2003). Algunas referencias
indican que para evitar las pérdidas de carotenoides se emplea el uso de antioxidantes durante
el proceso de saponificacion como por ejemplo el Butilhidroxitolueno (BHT) que es

ampliamente utilizado (Yeverino Gutierrez, 1997).
No existe un procedimiento estandarizado para la obtencidn de carotenoides debido a la

amplia variedad de muestras vegetales y animales que contienen estos compuestos, y la gran

variedad de carotenoides que se encuentran en estas muestras (Oliver & Palou, 2000).
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Debido a que los carotenoides en su mayoria son solubles en solventes apolares como hexano,

cloroformo, acetato de etilo, entre otros; ya que se deben extraer de tejidos frescos, los cuales

presentan un alto contenido de agua y dificultaria una extraccion eficiente, por lo que es

conveniente eliminar el agua presente en la muestra. Un procedimiento recomendable es

deshidratar los tejidos con etanol o metanol a ebullicion seguido de filtracion. El tejido

deshidratado se puede entonces extraer con un solvente apolar.

Una alternativa a este proceso de deshidratacion es la liofilizacion, la cual resulta ventajosa

porque se realiza a baja temperatura y al vacio, eliminando la posibilidad de degradacion por

altas temperaturas y presencia de aire (Martinez Martinez, 2003).

El aislamiento del B-caroteno involucra 3 etapas:

a)

b)

Extraccion:

Los procedimientos de extraccion aplicadas a distintas muestras que contienen f3-
caroteno comienzan con una extraccion con acetona 100% o en combinacion con éter
de petrdleo. Otros grupos prefieren el metanol o una mezcla de metanol (MeOH) y
otros solventes més polares, por ejemplo el tetrahidrofurano (THF) (Oliver & Palou,
2000).

Saponificacion:

Después de la extraccion de la muestra, tradicionalmente, el segundo paso para la
determinacion de carotenoides es la saponificacién alcalina. Normalmente, la
saponificacion se lleva a cabo en una solucion de KOH: solucion acuosa, etandlica y
metanolica, y la concentracion puede variar de 10 a 60% (w / v).

Las condiciones en las que se lleva a cabo la saponificacion pueden ser a temperatura
ambiente durante la noche o con calentamiento para reducir el tiempo de reaccion
(Oliver & Palou, 2000).

Sin embargo, la saponificacion extiende el tiempo de analisis, y puede provocar la

degradacion encontrando pérdidas significativas de carotenoides.
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En los ultimos afios, se han descrito muchos métodos cromatograficos para la
determinacion simultanea de los carotenoides libres en diferentes muestras de frutas,
evitando asi la etapa de saponificacion, por lo tanto la saponificacion debe omitirse

del procedimiento analitico siempre que sea posible (Rodriguez Amaya, 2001).

c) Purificacion:
Uno de los principales problemas asociados con el anlisis de los carotenoides es la
falta de disponibilidad de compuestos estandar apropiados. La diversidad,
inestabilidad inherente y la presencia de isOmeros en este grupo de compuestos
implica que la mayoria de ellos no estén disponibles comercialmente.
Los carotenoides mas comunes (B-caroteno, a-caroteno, zeaxantina luteina, licopeno,
B-criptoxantina, etc.) incluso algunos carotenoides mas raros (capsantina,
capsorrubina, etc.), se pueden adquirir comercialmente.
Sin embargo, la pureza de algunos de estos carotenoides comerciales no es suficiente
para un estandar cromatogréfico, y por lo tanto requiere algunos pasos adicionales de
purificacion. (Oliver & Palou, 2000)
Los métodos de cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia liquida (LC) se
utilizan para obtener los estandares de carotenoides puros, ademas el método de
HPLC preparativo y fluido supercritico son ampliamente utilizados para este

propdsito, aunque estos procesos son costosos (Mai, Truong, & Debaste, 2016).

2.3. El p-CAROTENO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA:

El mercado global de B-caroteno en el afio 2015 fue alrededor de 432,2 millones de ddlares
y se prevé que la industria alimentaria experimente un notable crecimiento en los proximos
ocho afios. Los alimentos y bebidas fueron la aplicacion mas dominante y representaron mas
del 30% del valor total en el afio 2015. Ademas las algas que contienen B-caroteno

representaron mas del 35% de los ingresos totales en el afio 2015.

Se espera un aumento significativo debido a la creciente demanda en el consumo de B-

caroteno en alimentos, bebidas, suplementos dietéeticos, cuidado personal y cosmetica.
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En la industria alimentaria el p-caroteno es ampliamente utilizado como suplemento
nutricional y colorante en la produccion de alimentos y bebidas. Se preveé que el sector global
de alimentos y bebidas presentara un notable crecimiento a nivel mundial en los préximos
afios (Grand View Research, 2017).

El B-caroteno es una parte de la familia de los carotenoides derivado de fuentes naturales y
sintéticas. La fuente sintética tiene varias desventajas sobre fuentes naturales, algunas
desventajas incluyen su contenido nulo de valor nutricional causando varios efectos
secundarios como mayor incidencia de cancer al pulmén y mortalidad, siendo las principales
razones de la disminucion de la sintesis de carotenos en los proximos ocho afios.

Para superar todas estas desventajas las empresas estan desarrollando productos de carotenos
de fuentes naturales como por ejemplo el uso de algas, frutas y vegetales. En particular el
producto a base de algas se espera que presencie una tendencia de crecimiento constante

durante el periodo de pronéstico debido a sus diversas ventajas sobre otras fuentes.

2.4. VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO

2.4.1. Definicion: La validacién de un método analitico se define como la confirmacion a
través de un examen y la provision de evidencia objetiva, que cumplen los requisitos
particulares para un uso previsto (NTP-ISO/IEC 17025, 2005). Esto se puede interpretar
como un proceso en el que se define un requerimiento analitico y se confirma que el método
tomado bajo consideracion presenta capacidades de rendimiento consistentes con los
requerimientos de su aplicacion (EURACHEM Guide, 1998).

La validacién asigna un alto porcentaje de confianza y seguridad del método analitico y se

realiza con caracter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo procedimiento.
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2.4.2. Etapas de la validacion de un método analitico:
El planeamiento y ejecucion de validacion implica una serie de etapas que se deben de
planificar y desarrollar (INACAL, 2016):

e Definir el objetivo, campo de aplicacion o alcance de la validacion.

e Definir los parametros de validacién y los criterios de aceptacion.

e Desarrollar un procedimiento operacional de validacion.

e Definir las pruebas de validacion.

e Verificar si las caracteristicas de operacion de los equipos con los gque cuenta el
laboratorio son compatibles con las que exige el método de estudio.

e Ejecutar las pruebas preliminares de validacion

e Ajustar los parametros de validacion del método y los criterios de aceptacion si es
necesario.

e Ejecutar las pruebas completas de validacion.

e Preparar un procedimiento operacional para la ejecucién del método de rutina.

e Definir criterios de revalidacion (por ejemplo: periodicidad; cambios de personal,
condiciones ambientales, equipos, etc.) Definir tipo y frecuencia de verificacion de
control de calidad analitica del método de rutina.

e Documentar los resultados de las pruebas realizadas.

Es esencial conocer el método a validar y su aplicabilidad: es decir el analito, su
concentracion y la matriz o matrices en las cuales se desea utilizar. En general, se establece

que el laboratorio debe validar (Instituto de Salud Publica, 2010):

a) Métodos no normalizados: Corresponden a métodos desarrollados por el laboratorio
0 método nuevos, o bien métodos que tradicionalmente se han utilizado en el
laboratorio pero que no estan normalizados.

b) Método normalizado: Metodo apropiado para el ensayo dentro de su alcance
publicado por organismos de normalizacion internacional, nacional o regional (ISO,
EN, NM, ASTM, BS, DIN, IRAM, etc.)
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2.5. TIPOS DE VALIDACIONES DE METODOS DE ENSAYO

2.5.1. Validacion Prospectiva:

Este tipo de validacion se aplica cuando se elabora un nuevo método analitico generando a
través del analisis de datos experimentales.

En la validacion prospectiva un plan experimental Ilamado Protocolo de Validacion es
ejecutado, el cual es determinado en base a la informacion de apoyo recopilada de los
resultados de ensayos experimentales previos. (Instituto de Salud Publica, 2010)

2.5.2. Validacion Concurrente:

Esté basada en los datos recogidos durante la ejecucion efectiva de un proceso que ya se ha
implementado en una planta de produccion. En esta situacion los datos de validacién se
retnen durante varios ciclos del proceso continuo y se evalGan para determinar si éste es
vélido (OMS, 1998).

2.5.3. Validacion Retrospectiva:

Se realiza para verificar la capacidad del proceso analitico, cuando se trata de un método
empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté normalizado, es decir en base a
datos experimentales que el laboratorio dispone para la cual se realizara la recopilacién de la
mayor cantidad de datos historicos disponibles, para luego realizar un proceso de
ordenamiento y seleccion de los datos recopilados, estos datos pueden ser: curvas de
calibracion, resultados de ensayos, cartas de control, ensayos de aptitud, etc (Instituto de
Salud Publica, 2010).

2.5.4. Revalidacion:

Es una verificacion funcional del método tras cambiar el material analizado o realizar alguna
modificacion del método empleado. Estos cambios no deben afectar a los resultados en
comparacion con el método original. Entre los motivos que exigen una nueva validacion

tenemos (Ramirez Huayhuas & Acosta Castillo, 2007):

e Cambios en el sistema cromatogréafico (fase movil, columna, diluyente, etc.)

e Cambios en los materiales de partida (granulometria, densidad, etc.)

21



El tipo de validacion que se llevo a cabo en el presente trabajo fue prospectiva, debido a que
se validé un nuevo método analitico y se determin6 en base a la informacion de apoyo

recopilado de los resultados de ensayos experimentales previos.

2.6. PARAMETROS DE LA VALIDACION

Existen una serie de parametros que se seleccionan en funcion de las caracteristicas de la
muestra, tipo de método analitico y rango de concentracion del analito, entre las mas
importantes se encuentran: la veracidad, la precision, la selectividad, la linealidad, la

sensibilidad, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion y la robustez. (AEFI, 2001)

2.6.1. Veracidad:

La veracidad de un método analitico es el grado de concordancia entre los resultados y el
valor aceptado convencionalmente como valor verdadero o valor de referencia (ISO 5725-1,
1994).

Una manera para determinar la veracidad es en términos de sesgo donde se mide la diferencia
entre el valor promedio esperado de los resultados y un valor de referencia aceptado. El valor
de referencia es tomado del certificado del material de referencia (ONA, 2012).

En el caso que no se disponen de un material de referencia certificado, el sesgo se puede
expresar en términos de porcentaje de recuperacion (%R) que es el cociente entre la cantidad
de analito medido y el contenido de la muestra, en el caso ideal se obtiene un 100 %. (Boque,
Maroto, Riu, & Rius, 2002)

En mediciones experimentales puede perderse analito especialmente en el caso de
tratamientos complejos de muestras con analito en cantidades traza, dando lugar a porcentajes
de recuperacion menores (EURACHEM Guide, 1998).

El porcentaje de recuperacion se calcula de la siguiente manera: (Instituto de Salud Publica,

2010)
Cr—C;

%R = x100% ....... (D)

a
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Cr = CnaX Vina

Ci = me Vm
Co = Cpx Vyp
Donde:

Cma: Concentracion de muestra fortificada.
Cm: Concentracion de muestra sin fortificar.
Cp: Concentracion del estandar.

Vma: Volumen de muestra con adicion.

Vm: Volumen de muestra sin adicion.

Vap: Volumen adicionado del estandar.

Ademas el sesgo se puede determinar empleando algunos de los siguientes métodos (AEAS,
2012):
e Empleo de materiales de referencia certificados y preferiblemente sobre materiales
de referencia certificados matriciales.
e Comparacion del método con un método de referencia con error conocido.

e Participacion en ejercicios de intercomparacion de laboratorios.

2.6.2. Precision:

La precision es el grado de concordancia existente entre los resultados independientes de un
ensayo obtenidos en condiciones estipuladas (ISO 5725-1, 1994). Estas condiciones
dependen de diferentes factores que pueden variarse entre cada resultado de la prueba, estos
factores son el operador, laboratorio, equipo, procedimiento de medicién, calibracién vy el

dia que se obtienen los resultados de los ensayos.

Dependiendo de los factores se consideran tres niveles de precision: repetibilidad, precision
intermedia y la reproducibilidad (Boque, Maroto, Riu, & Rius, 2002).
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2.6.2.1. Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando las pruebas en las
mismas condiciones de operacion, mismo analista, mismo método de ensayo, misma
muestra y durante un corto intervalo de tiempo. La Repetibilidad también se
denomina precision intra-ensayo (AEFI, 2001).
2.6.2.2. Precision intermedia: Estudia la variabilidad del método efectuando las pruebas
sobre la misma muestra usando el mismo procedimiento pero en condiciones
operativas diferentes (diferentes analistas y dias dentro de un mismo laboratorio)
(AEFI, 2001). Este tipo de precision intermedia es particularmente util en los
laboratorios ya que proporciona la informaciéon de la variabilidad que el laboratorio
puede esperar sobre sus resultados, es un estimado de la “reproducibilidad interna”
del laboratorio (Boque, Maroto, Riu, & Rius , 2002).
2.6.2.3 Reproducibilidad: Estudia la variabilidad del método bajo las cuales los resultados
de prueba se obtienen con el mismo método, la misma muestra pero bajo condiciones
operativas diferentes (diferentes operadores, equipos y en distintos laboratorios)
(EURACHEM Guide, 1998).

La precision de un método analitico se expresa generalmente cdmo varianza, desviacion
estandar de los resultados o también como desviacion estandar relativa porcentual (RSD%)
(ICH, 2005).

2.6.3. Linealidad:

La linealidad es la capacidad del método para producir resultados que son proporcionales a
la concentracion (cantidad) de analito en muestras dentro de un rango de concentracion
establecido, ya sea directamente o por medio de una transformacién matematica bien definida
(AEFI, 2001).

Generalmente se obtiene una curva de calibracion lineal de la forma (NATA, 2013):
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Donde:

y: Respuesta del instrumento analitico

X: Concentracién o cantidad del estandar.

a: Pendiente de la recta

b: Intercepto en el origen

Existen ciertos criterios para determinar la linealidad de una curva de calibracion, los cuales
son (Diaz & Cardenas, 2015):

1.
2.

La curva de calibracion debe guardar un aspecto visual de linea recta.

El valor del coeficiente de correlacion (r) debe ser mayor o igual a 0,995 (EPA, 2014),
y asi garantizar la bondad de ajuste de los puntos experimentales a la curva de
calibracion.

Para la correlacion de los datos se establece una prueba de hip6tesis que consiste en
calcular el valor de texp:

|r V=2
Loxp = % ...... 3)

Donde, n es el nimero de datos y r es el coeficiente de correlacion de Pearson. Si
dicho valor de texp €s mayor que el teritico (tablas) para la prueba t de dos colas con n-
2 grados de libertad y a=0.05, se establece que los datos presentan una buena
correlacion.

Se debe realizar la prueba de homocedasticidad, es decir se debe inspeccionar si la
distribucion de la sefial alrededor de un punto tiene la misma varianza en cada punto

de la recta como se observa en la Fig. 2.7:
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SENAL ANALITICA

SERAL ANALITICA

CONCENTRACION CONCENTRACION

Figura 2.7. Propiedad de Homocedasticidad. Distribucion homocedéstica (lzquierda),

distribucion heterocedastica (Derecha).

5. Los residuales de la recta (yi-b-axi) deben cumplir una serie de propiedades:
e El ndmero de residuales positivos es aproximadamente igual al nimero de
residuales negativos.
e Los residuales deben de tener aproximadamente el mismo valor absoluto.
e Los residuales deben estar distribuidos aleatoriamente.

e Los residuales no deben mostrar tendencias.

2.6.4. Sensibilidad:

La sensibilidad es la gradiente de respuesta de la curva, es decir, el cambio en la respuesta
del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del analito.

Cuando la respuesta se ha establecido como lineal con respecto a la concentracion, es decir,
dentro del rango lineal, es un parametro til para calcularse y usarse en formulas para la
cuantificacion (EURACHEM Guide, 1998).

En sistemas instrumentales, la sensibilidad esta representada por la pendiente de la recta de
calibracion (b) que puede ser determinada mediante procedimiento de ajuste por minimos
cuadrados (NATA, 2013).
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2.6.5. Limite de Deteccion (LOD):

El limite de deteccion es la minima cantidad de analito presente en la muestra que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto para un nivel de confianza
determinado (ICH, 2005).

Si analizamos un blanco de la muestra varias veces se obtendria la sefial media (yg) y su
desviacién estandar (ss), el limite de deteccion se calcularia de acuerdo a la siguiente
ecuacion (Jurado, 2008):

Cuando se tiene una recta de regresion para la calibracion de la forma y = ax + b , una
suposicion basica del método de los minimos cuadrados no ponderados es que cada punto en
la representacion gréafica (incluido el punto que representa el blanco) tiene una variacion
distribuida normalmente (solo en la direccion y) con una desviacién estandar estimada por

Sy/x que estima los errores aleatorios en la direccion y:

Donde J; son los puntos sobre la recta de regresion calculada correspondiente a los valores

individuales de x, es decir los valores de y ajustados y n el nimero de puntos de calibracion.

Por lo tanto es adecuado utilizar s,, ,, en lugar de sg en la estimacion del limite de deteccion
(Miller & Miller, 2002). El valor calculado de la ordenada “a” en el origen, se puede emplear
como una estimacion de yg, la propia sefial del blanco deberia ser una estimacion mas exacta
de ye.

Debido a ello el limite de deteccion para una recta de calibrado se calcularia como:

YLOD =a++ 3Sy/x

LOD = Lo2=% = 3*?/" ...... (6)
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2.6.6. Limite de Cuantificacion (LOQ):

El limite de cuantificacion es la minima cantidad de analito presente en la muestra que se
puede cuantificar bajo condiciones experimentales descritas, con valores aceptables de
precision y veracidad (AEFI, 2001).

El valor de LOQ se obtiene multiplicando el valor de LOD por 10/3 (Jurado, 2008)

2.6.7. Selectividad:
Es la capacidad de un método analitico para identificar y/o medir simultdnea o separadamente
los analitos de interés de forma inequivoca, en presencia de otros componentes en la matriz

bajo condiciones establecidas de la prueba (AEFI, 2001).

2.6.8. Robustez:

Es la medida de capacidad de un procedimiento analitico de permanecer invariable frente
cambios en las condiciones experimentales como por ejemplo la temperatura, pH,
concentracion de reactivo, tiempo de conservacion de los reactivos, tiempos de extraccion,

composicion de la fase movil, etc (AEAS, 2012).

El objetivo de la prueba de robustez es identificar y si es necesario controlar las condiciones
del método que podrian dar lugar a variaciones en los resultados de medicion cuando se

Ileven a cabo en diferentes circunstancias o instalaciones (NATA, 2013).
La forma mas eficaz de estudiar la robustez es efectuando un disefio factorial, de esta forma

sin realizar todas las combinaciones posibles se puede concluir con el menor numero de

experimentos que variables son las que mas influyen en los resultados (AEFI, 2001).
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Una forma de medir la robustez es aplicando el disefio factorial establecido por Youden y
Steiner que permite estudiar la influencia o efecto resultante en la modificacion de siete
variables descritas en el método mediante 8 experimentos.

Los valores nominales indicados para cada factor en el método se designan con letras
mayusculas (A, B, C, D, E, F y G) y los valores alternativos 0 modificados se indican con
letras minudsculas (a, b, c, d, e, fy g). Los 8 experimentos tienen que presentar 4 parametros
en mayuscula (valores nominales) y 4 en minusculas (valores alternativos) (AEFI, 2001).
Los factores a estudiar no deben ser necesariamente siete; puede considerarse un nimero
menor de variables, esto no afectara el balance del disefio del experimento pero es importante
considerar que siempre se deben llevar a cabo las ocho pruebas de ensayo indicado (Instituto
de Salud Publica, 2010).

Tabla 2.4. Prueba de robustez de Youden y Steiner

EXPERIMENTOS

FACTORES 3 5 8 1 5 e = 5
Aa A A A A a a a a
B.,b B B b b B B b b
Cc C c C c C c C c
Dd D D d d d d D D
Ee E E e e E e E
Ff F f f F F f f F
G,g G g g G g G G g

Resultados S t u v w X y z

A partir de los resultados obtenidos, se puede calcular el efecto de cada una de los factores

de acuerdo a la siguiente formula:

Y@ TY(e)
Ey=22—2 2 ®)
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Donde Ex son los efectos del factor x, Y'Y (+) es la suma de los resultados del factor x en el
extremo superior del intervalo definido, >Y (-) es la suma de los resultados del factor x en el

extremo inferior del intervalo definido y n es el nimero total de experimentos.

El criterio de aceptacion de cada factor debe cumplir:

E,.<2Ss

Donde S es la desviacion estandar del procedimiento original calculada desde el ultimo
grafico de control, pero cuando esta desviacion estandar no se encuentra disponible como es
el caso de un nuevo método, se debe utilizar la desviacion estandar de precision intermedia
(FAO Soils Bulletin, 1998).

2.6.9. Incertidumbre:

La incertidumbre es un parametro asociado con el resultado de una medicién, que caracteriza
la dispersion de los valores que pudieran ser razonablemente atribuidos al mensurando
(EURACHEM, 2012).

La diferencia entre los términos error e incertidumbre se diferencian en que el error es la
diferencia entre el valor medido y el valor verdadero del mensurando y la Incertidumbre toma
la forma de un intervalo y cuantifica la duda que se tiene en el resultado de medicion (Aguirre
Capelo, 2013).

Para determinar el valor de la incertidumbre de un resultado es necesario conocer el valor
de la magnitud que se desea medir (mensurando), el modelo matematico y fisico que declara
la relacion entre las magnitudes de entrada y salida (mensurando) representada como una
funcién y las posibles fuentes de incertidumbre implicadas en el proceso de medicion
(Schmid & Lazos Martinez, 2000).

En la préctica, las fuentes de incertidumbre pueden provenir de diferentes fuentes posibles
por ejemplo: Muestreo, extraccion incompleta, efectos de matriz, sesgo debido al personal,
incertidumbre de pesadas y de equipo volumeétrico, resolucion instrumental, variacion
aleatoria, etc (EURACHEM, 2012).
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De ser posible deberia considerarse todas las posibles fuentes de incertidumbre y no descartar
ninguna de ellas, hasta determinarse la minima contribucion que aporta al valor de
incertidumbre, pero en muchas ocasiones el conocimiento y experiencia del analista permite
calificar de irrelevantes algunas de ellas (Schmid & Lazos Martinez, 2000).

Las fuentes de incertidumbre se agrupan en dos categorias segun el método de evaluacion
“Tipo A” y “Tipo B”. La clasificacion en tipo A y B no implica ninguna diferencia de
naturaleza entre las componentes de estos tipos, consiste unicamente en dos formas diferentes
de evaluar las fuentes de incertidumbre y ambos se basan en distribuciones de probabilidad
(GUM, 2012).

a) EVALUACION TIPO A: Evaluacion de un componente de incertidumbre por un
andlisis estadistico de una serie de observaciones obtenido en condiciones de
medicion definidas (COVENIN, 2000).

Ejemplo: realizar varias mediciones en condiciones de repetibilidad, reproducibilidad

y al realizar una regresion lineal.

b) EVALUACION TIPO B: Evaluacion de un componente de incertidumbre realizada
por otros que no sean analisis estadisticos de una serie de observaciones (COVENIN,
2000).

Ejemplos: La evaluacién basada en la informacion obtenida a partir de un certificado
de calibracién, valores de referencias procedentes de libros y manuales, u otros

medios.

Una vez cuantificadas las posibles fuentes de incertidumbre, éstas se pueden combinar para
obtener un Unico valor que las englobe a todas, y se logra mediante el célculo de la
incertidumbre combinada y expandida. A continuacion se define estos 2 tipos de

incertidumbre;

2.6.9.1. Incertidumbre Combinada:
La incertidumbre estandar combinada representada como ui(y) representa el resultado de la

combinacion de las contribuciones de todas las fuentes de incertidumbre u(x;) junto con el
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impacto de la fuente sobre el mensurando representado por el coeficiente de sensibilidad ci:
(Schmid & Lazos Martinez, 2000).

u;(y) = ¢; *u(x;) ...... 9)

Dénde: ci= Coeficiente de sensibilidad = (22)2

El coeficiente de sensibilidad c; indica el peso que supone cada una de las distintas
magnitudes de entrada en la magnitud de salida, representada por la funcion de medicion
(GUM, 2012).

2.6.9.2. Incertidumbre Expandida:

La incertidumbre expandida es la magnitud que define un intervalo alrededor de una
medicion y se espera que contenga una fraccion grande de la distribucion de valores que
razonablemente pudieran ser atribuidos al mensurando (COVENIN, 2000).

Debido a que la incertidumbre estandar combinada solo representa un intervalo centrado con
una probabilidad del 68,27% aproximadamente de contener el valor verdadero del
mensurando, es necesario expandir el intervalo para asi aumentar la probabilidad, para ello
se utiliza el factor de cobertura k, el cual se obtiene la incertidumbre expandida: (Hidalgo
Colmenares, 2011)

U=kx*u, ... (10)
De esta manera la incertidumbre expandida representa el intervalo con cierta probabilidad de
los valores que puede tomar el mensurando, por ejemplo para una distribucion normal, el
valor de k es igual a 1 y corresponde a una probabilidad del 68,27%, para un k igual a 2 la
probabilidad es del 95,45%, éste es normalmente reportado en los certificados de calibracion
(Schmid & Lazos Martinez, 2000).
En algunos casos pueden existir mayores exigencias en cuanto al valor del factor de cobertura
utilizado para obtener la incertidumbre expandida, pudiéndose solicitar o requerir un valor
de k igual a 3, que corresponde a una probabilidad del 99,7% de confianza (Instituto de Salud
Publica, 2010).
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CAPITULO 3: OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.:

e Validar y estimar la incertidumbre de la metodologia de extraccion del carotenoide
All-trans-f-caroteno propuesta por Van Heukelem & Thomas en biomasa liofilizada

de la microalga Arthrospira platensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar los pardmetros caracteristicos de validacion; linealidad, selectividad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad, precisidn, porcentaje de

recuperacion, robustez e incertidumbre.

e Cuantificar el contenido del carotenoide All-trans-f-caroteno presente en la

microalga Arthrospira platensis y presentar su incertidumbre.
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CAPITULO 4: MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES
4.1.1. Muestra:

La microalga Arthrospira platensis variedad Orovilca liofilizada proveida por la Sala

de Procesos — Laboratorio de Biotecnologia Acuética, IMARPE.

4.1.2. Reactivos:

Estandar All-trans-p-caroteno > 97% Sigma-Aldrich®

Estandar interno trans-p-Apo-8'-carotenal > 96% Sigma-Aldrich®
Metanol grado HPLC > 99,95% Merck®

Tetrahidrofurano grado HPLC > 99,9% J.Baker®

Acetona grado P.A. > 99,8% Merck®

Nitroégeno gas extra puro > 99,9% Indura.

Agua Ultrapura.

4.1.3. Equipos:

Cromatdgrafo liquido de alta resolucion marca VWR-Hitachi modelo Elite LaChrom
con detector arreglo de diodos Hitachi LaChrom modelo L-2455 y software
EZChrom Elite Ver. 3.2.1, ubicado en el laboratorio de Andlisis instrumental,
IMARPE.

Agitador Vértex ZX Classic VELP Scientifica.

Balanza Analitica de 5 decimales Sartorius MSU225S-000-DU

Centrifuga refrigerada Eppendorf Centrifuge 5702R.

Ultrasonido Branson 2510.

Campana Extractora de Gases LABCONCO.
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4.1.4. Materiales de laboratorio:
e Micropipetas de rango variable de 10-100 pL y 100-1000 pL.
e Tubos de ensayo de 10mL con tapa rosca de teflon.
e Viales con filtro de 2 mL de PTFE 0,45um.
e Fiolas clase A de 100 y 250 mL.
e Pipetas volumétricas de 10 mL y 25 mL.

e Pipetas Pasteur.

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. Preparacion de los estandares:
e Estandar de All-trans-p-caroteno (100 pg/mL): Se pes6 10,0 mg de estandar All-

trans-p-caroteno, se transfirié a una fiola de 100 mL y se afiadié 50 mL de Acetona
100%, se sonico por 5 min y finalmente se enrazo con Acetona 100% para obtener
una concentracion de 100 pg/mL.

e Estandar interno trans-p-Apo-8’-carotenal (100 pg/mL): Se pesé 10,0 mg de de
estandar trans-f-Apo-8'-carotenal, se transfirio a una fiola de 100 mL y se afiadié 50
mL de Acetona 100%, se sonico por 5 min y finalmente se enrazo con Acetona 100%

para obtener una concentracion de 100 pg/mL.

4.2.2. Extraccion del All-trans-B-caroteno en la microalga Arthorspira platensis:
(Van Heukelem & Thomas, 2001)

La extraccion del All-trans-p-caroteno de la microalga Arthorspira platensis se realiz en un

ambiente sin exposicién a la luz.

Se peso 6,00038 g de Arthrospira Platensis liofilizada y se colocé en una fiola de vidrio de

250 mL, luego se afiadio 25 mL de estandar interno trans-p-Apo-8'-carotenal (100 pg/mL) y
se sonico en bafio de ultrasonido con hielo por 20 min, luego se enrasd con Acetona 100%

obteniéndose una concentracion de 10 pg/mL de estandar interno en el extracto.

Se inyectd gas nitrdgeno durante 1 minuto y se dejo el extracto en reposo cubierto con papel

aluminio y refrigerado a - 4°C durante toda la noche.
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Al dia siguiente se procedio a colocarlos en viales con filtro de 2 mL de PTFE 0,45um con

la ayuda de una pipeta Pasteur para analizarlos por Cromatografia liquida de Alta Resolucion.

4.2.3. Condiciones del Cromatografo liquido de alta resolucién HPLC:

Tabla 4.1. Condiciones instrumentales del sistema cromatogréafico

PARAMETROS
CONDICIONES
INSTRUMENTALES
Modo de elucién Gradiente
. A: Metanol
Fase movil

B: Tetrahidrofurano
93-54%A en 17,2 min, 54%A por 2 min,
54-93%A por 0,5 min, 93%A en 3,3 min.

Rampa de elucién

Flujo de fase movil 1 mL/min

Volumen de inyeccion 20 uL

Longitud de onda de deteccién 460 nm

Columna Acclaim™ C305 pm 4.6 x 250 mm
Temperatura de la columna 25°C

Temperatura del automuestreador 10 °C

Presion del Sistema 135 psi

Modo de cuantificacion Estandar interno
Modo de calibracion Curva de calibracion
Tiempo de corrida 23 min

4.2.4. Metodologia de la Validacion:

4.2.4.1. Prueba de Normalidad:

Para evaluar la distribucion normal de los resultados obtenidos, se inyectd 31 réplicas del
extracto de la microalga Arthorspira platensis en el Cromatografo liquido y se determiné la
normalidad de la respuesta del equipo mediante la prueba de Anderson Darling, a un nivel

de significancia (a= 0,05).
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4.2.4.2. Selectividad:

e Interferentes en el pico del estandar interno: Para determinar la presencia de
interferentes en el pico del estdndar interno, se prepar6 una muestra de Arthrospira
platensis sin estandar interno y se compard los cromatogramas de la muestra de
Arthrospira platensis con y sin estandar interno.

e Identificacién del pico cromatografico: Se identificé el pico cromatografico por
medio del espectro de absorcion UV y los tiempos de retencion de la muestra y del
estandar.

e Resolucidon de los picos: Se analizo el cromatograma de la muestra y se obtuvo el
valor de resolucion del par de picos consecutivos mediante la siguiente formula:
(Skoog, Holler, & Nieman, 2001)

.y _ 2(ty—tq1)
Resolucion = Wowy (11)

Donde:
ti: Tiempo de retencion del pico i (min).
wi: Ancho del pico i (min).

Se establecid el siguiente criterio para el valor de resolucion:

Tabla 4.2. Criterio de aceptacion para el valor de Resolucién

RESOLUCION CRITERIO CRITERIO
<1 Mala separacién
~1 Separacion aceptable
>15 Buena separacion

4.2.4.3. Linealidad:
Se construyd la curva de calibracion por duplicado empleando 6 niveles diferentes

correspondientes al 50, 100, 150, 200, 250 y 300% de la concentracion esperada (20 pg/mL)
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para el estandar All-trans-B-caroteno con 100 pL de estandar interno (trans-p-apo-8'-
carotenal) con una concentracion de 100 pg/mL y acetona 100% de acuerdo a la Tabla 4.3.

Para verificar la homocedasticidad de la curva de calibracién, se inyectd 4 veces el estandar
correspondiente a los niveles 3 y 5 (30 y 50 pg/mL) de la curva de calibracion y se

compararon las varianzas de estos niveles.

Tabla 4.3. Construccién de la curva de calibracion del estandar

Volimen Volumen estandar Volimen Concentracién
Nivel All-trans-g-Caroteno interno Acetona final
100 pg/ml 100 pg/ml 100% (ug/ml)
(k) (k) (kb
1 100 100 800 10
2 200 100 700 20
3 300 100 600 30
4 400 100 500 40
5 500 100 400 50
6 600 100 300 60

4.2.4.4. Limite de Deteccion y de Cuantificacion (LOD y LOQ):
Estos valores se obtuvieron de los valores obtenidos de la pendiente (a) y la desviacion

estandar (Syx) de la curva de calibracion.

4.2.4.5. Porcentaje de Recuperacion:

Se tomé 1 mL del extracto de microalga Arthrospira platensis y se fortificé por triplicado
mediante la adicion de volimenes conocidos (67 pL, 143 uL y 231 pL) del estandar puro
All-trans-p-caroteno (100 pg/mL) correspondientes al 25, 50 y 75% de la concentracion
estimada del analito en el extracto (20 pug/mL), encontrandose dentro el rango de linealidad
(10 - 60 pg/mL). (Instituto de Salud Publica, 2010), (AEFI, 2001).

Los niveles 25,50 y 75 % se definieron por criterio del analista cubriendo el rango de trabajo
establecido en la etapa de linealidad.

Los resultados se expresaron en porcentaje de recuperacion y se propuso como criterio de
aceptacion el rango teorico de 80 — 110% para concentraciones alrededor de los 10 pg/mL

propuestos por diferentes organismos internacionales. (NordVal , 2010).
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4.2.4.6. Precision:

Precision a condiciones de repetibilidad: La prueba de repetibilidad de la respuesta
del equipo y del método se realiz6 empleando el mismo analista bajo las mismas
condiciones, en un mismo dia con intervalos cortos de tiempo.

Se determind el RSD% para la repetibilidad de la respuesta del equipo mediante la
relacion de areas del estandar All-trans-p-caroteno con respecto al estandar interno
y para la repetibilidad del método se determind mediante las respuestas de
concentracion que fueron cuantificadas construyendo una curva de calibracion.

Se propuso como criterio de aceptacion: RSD% < 6% (AOAC, 2002)

Precision intermedia del método: La prueba se realiz6 empleado 2 analistas y
analizando la misma muestra durante 6 diferentes dias. Se determiné el RSDr% de
precision intermedia y se propuso el criterio de aceptacién usando el RSDy de

Horwitz.

4.2.4.7. Robustez:
Se aplicé la metodologia de Youden-Steiner (Da Costa Cesar & Pianetti, 2009) y se

seleccionaron los siguientes factores de acuerdo al criterio del laboratorio: Temperatura de
la columna: A =25 °C, a = 30 °C; % Metanol (Fase mdvil): B = 93%, b = 88%; Longitud de

onda: C =460 nm, ¢ =450 nm; Flujo: D =1 mL/min, d = 1,2 mL/min; Volumen de inyeccién:

E =20 pL, e = 30 pyL; Exposicion a luz: F = sin exposicion a luz, f = con exposicién a luz y
Adicion de BHT 0,1%: G =sin BHT, g = con BHT.

Tabla 4.4. Disefio factorial de Youden-Steiner

EXPERIMENTOS

FACTORES

1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura de la columna A A A A a a a a
% Metanol (Fase movil) B B b b B B b b
Longitud de onda C c C c C c Cc c
Flujo D D d d d d D D
Volumen de inyeccion E e E e e E e E
Exposicion a luz F f f F F f f F
Adicién de BHT G g g G g G G g
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. PRUEBA DE NORMALIDAD:

Los resultados obtenidos en la prueba de normalidad se muestran en la Tabla 5.1:

Tabla 5.1. Valores de la relacion de areas del All-trans-p-caroteno y el estandar interno trans-f-Apo-8'-
carotenal de las 31 réplicas de la muestra Arthrospira platensis para la prueba de normalidad.

REPLICA AII-tran'sA-F[{féaroteno ATE A RAI\E ::Atr(;r:gilzlallfz:noA/F\;El':S
1 13872167 11874245 1,1683
2 14108567 11965375 1,1791
3 13985633 11869895 1,1782
4 14697227 12354179 1,1897
5 14103760 11839883 1,1912
6 14454320 12085335 1,1960
7 14467151 12073552 1,1983
8 14263804 11922063 1,1964
9 14637694 12193002 1,2005
10 14196713 11808532 1,2022
11 15440278 12730786 1,2128
12 14013810 11681672 1,1996
13 14277508 11855199 1,2043
14 14624093 12097004 1,2089
15 14465928 12008017 1,2047
16 14576865 12046211 1,2101
17 12694344 10582315 1,1996
18 14552094 12091729 1,2035
19 14570751 12063091 1,2079
20 14436228 11959928 1,2070
21 14627694 12079655 1,2109
22 14510804 12002504 1,2090
23 14745113 12412837 1,1879
24 14960910 12589221 1,1884
25 14584801 12345922 1,1813
26 14848735 12570561 1,1812
27 14527848 12320669 1,1791
28 14682455 12406688 1,1834
29 14033305 11938029 1,1755
30 15019170 12688884 1,1836
31 14351777 12240223 1,1725

Dénde: 1.S.: Estandar interno



A continuacion se muestra la grafica de probabilidad obtenido con los datos de la Tabla 5.1.

PRUEBA DE NORMALIDAD

Normal
99
Media 1.1%4
Desv.Est. 0.01293
95 N 31
90 J AD 0.623
Valor P 0,096

Porcentaje
S

116 117 118 119 120 121 122 1.23
DATOS

Figura 5.1. Gréfico de probabilidad de las relaciones de Areas usando el software Minitab 16.

La Figura 5.1 muestra que existe un buen ajuste entre los datos debido a que la gran mayoria
de los datos se encuentran sobre la recta, por lo que se puede concluir que los datos presentan

una distribucién normal.

También se puede concluir la normalidad de los datos analizando los valores con el

estadistico de Anderson Darling (AD).

El estadistico de la prueba es denotado como A?, y se obtiene mediante la siguiente expresion:

AD = (%) " (1 =2)[InF(Z) +In(1 = F(Zyy1-9)] v (13)
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Donde:

n: Numero de datos
Z: variable aleatoria normal estandar con p=0y o2=1
La creacion de esta variable Z se realiza por medio de la transformacion Ilamada

estandarizacion de acuerdo a la siguiente formula:

F (2): Distribucién de probabilidades acumulada de los datos normalizados Z;
Xi: Datos obtenidos ordenados de menor a mayor
CRITERIO DE ACEPTACION:

La hipotesis nula Ho se rechaza con un nivel de significancia a si:

0.75 2.25
A2 > A?itico (1"‘7 + n_2) ...... (15)

Donde:

0.75 2.25
AD* = AZitico (t—+ =) ... (16)

Por lo tanto:
A2< AD* ... (17)
Se acepta la hipotesis nula Ho y los datos presentan una distribucion normal.

Para concluir si los resultados presentan una distribucién normal se aplicé el estadistico de

Anderson Darling (AD) comparandolo con el valor critico (ver Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Valores del estadistico Anderson Darling. Prueba de Normalidad.

ESTADISTICO RESULTADO
A? 0,622
AD* 0,772
Valor A%;itico (a=0,05) 0,752
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De acuerdo a la Tabla 5.2 se acepta la hipotesis nula si AZ < AD*. Es decir, se concluye que
los datos presentan una distribucién normal.

5.2 SELECTIVIDAD:

5.2.1. Interferentes en el pico del estdndar interno (1.S):
La Figura 5.2 muestra la comparacion de cromatogramas de la muestra de Arthrospira
platensis con estandar interno (Muestra_con_IS) y muestra de Arthrospira platensis sin

estandar interno (Muestra_sin_IS).

DAD-CH1 460 nm
©uestra_sin_is.c

trans-B-apo-8-carotenal (IS)

all trans-B-caroteno

Minutes

Figura 5.2. Comparacién de cromatogramas de la muestra con estandar interno (Muestra_con_IS) y la muestra

sin estandar interno (Muestra_sin_IS)
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Se observa que el pico cromatografico del estandar interno trans-p-apo-8'-carotenal no
contiene ningun otro pico cromatografico presente en la muestra de Arthrospira platensis por
lo que se puede aseverar que no presenta interferencias, debido a ello se le consideré como

el estandar interno (1.S) adecuado para las pruebas de validacion.

Una mejor visualizacion del pico cromatografico del estdndar interno, se observa en la Figura
5.3.

0] Name

trans-B-apo-8-carotenal (IS)

Figura 5.3. Pico cromatografico de la muestra con estandar interno

(Muestra_con_IS) y sin estandar interno (Muestra_sin_IS)

5.2.2. ldentificacion de los picos cromatograficos: Se compard los espectros de
absorcion y los tiempos de retencion del pico cromatografico All-trans-B-caroteno presente
en la muestra de Arthrospira platensis con el estandar certificado de All-trans-B-caroteno a
una concentracion de 60 pg/mL preparado en la curva de calibracion. Los espectros de

absorcion se muestran en la figura 5.4.
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Figura 5.4. Espectro de absorcién UV del carotenoide All-trans-p-Caroteno presente en la microalga

Arthrospira platensis (izquierdo) y espectro de absorcion UV del carotenoide All-trans-p-
Caroteno presente en el estandar certificado (derecho).

La Figura 5.4 muestra que los espectros de absorcion de la muestra de Arthrospira platensis
y el estandar certificado son relativamente iguales y presentan longitudes de onda maxima
de 454 y 479 a 480 nm caracteristicos del carotenoide All-trans-p-caroteno de longitud de
onda méxima de 453 y 480 nm segun (Wright, y otros, 1991).

Ademas el pico cromatogréafico de la muestra eluye con el mismo tiempo de retencion que el

estandar certificado All-trans-B-caroteno (17,33 min), debido a ello se puede confirmar que
la muestra presenta el carotenoide All-trans-p-caroteno.

5.2.2. Resolucion de los picos: La Figura 5.2 muestra el pico cromatogréafico del estandar
interno trans-B-Apo-8'-carotenal bien resuelto (Resolucion = 1,24), a diferencia del pico
cromatografico All-trans-p-Caroteno (Resolucion = 0,48), y es debido a la aparicion de un
pico cromatografico de menor tamafo (picol) ubicado al lado izquierdo.

Probablemente el pico 1 sea el isdbmero 9-cis-p-Caroteno, también caracteristico de la
microalga Arthrospira platensis (Tang & Suter, 2011). Estos isomeros cis son dificiles de
separar por cromatografia liquida (Rodriguez Amaya, 2001), por ello se obtuvo una baja

resolucion del All-trans-f-caroteno, pero aceptable para las pruebas de validacion debido a
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una buena integracién del pico cromatografico con ayuda del software EZChrom Elite Ver.
321

Una forma de comprobar si el pico 1 corresponde al isomero 9-cis-S-Caroteno es comparando
sus caracteristicas espectrales con lo reportado en la literatura. Se observa la Figura 5.5 el

espectro de absorcion del pico 1:

16.86 Min

Muestra de Spirulina_1
Lambda Max [25

254

20 20

15 F1s

-
=
10+ ‘\“ 10
/ A
5 5

104/ [-10

15 F-15

25 F-25
T T T T T

Figura 5.5. Espectro de absorcién UV del pico cromatografico (1)

El pico 1 muestra longitudes de onda maxima de 447 y 471 nm coincidiendo con lo sefialado
segn (Xu Qun & Rohrer, 2012) para el isomero 9-cis-$-Caroteno (446,4 y 472,2 nm).

Otra manera de comprobar es utilizando el valor de Q-ratio del pico 1 obteniéndose a partir

de su espectro de absorcion y compararlo con lo reportado en la literatura.
El Q-ratio se define como el cociente entre la absorcion maxima del pico Cis (Axmax pico cis),

gue generalmente se encuentra entre longitudes de onda de 330 y 345nm y la absorcion

maxima del pico promedio (Aumax pico promedio), Obteniéndose la siguiente ecuacion:
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A . .
Q-ratio = ——maxpicocls (18)

Amax pico promedio

El parametro Q-ratio se utiliza para identificar diferentes isomeros-cis de los carotenoides
(Jing, Qun, & Rohrer, 2012).

El pico 1 muestra un valor maximo de absorcién del pico cis de 3,37 mAU y un valor médximo
de pico promedio de 19,87 mAU, luego reemplazando dichos valores en la ecuacion (18) se
obtiene un valor Q-ratio de 0,17; igual a lo reportado segun (Tien Lin, y otros, 2010) para el

isdbmero 9-cis-pB-Caroteno.

Estas 2 maneras de identificacion, sefialan que probablemente el pico 1 sea el isomero 9-cis-
S-Caroteno, pero para tener mayor certeza, se debe comparar con un estandar certificado de
dicho isomero o mediante técnicas analiticas instrumentales sofisticadas como

espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear (RMN).

Tabla 5.3. Valores tipicos de tiempo de retencion, resolucion de los picos y ancho de pico obtenidos en la prueba

de validacion.
) Tiempo de Retencion  Ancho del Pico .
Carotenoide . i Resolucion
tr (min) wi (min)
trans-B-Apo-8'-carotenal (1.S) 9,27 1,19 1,24
All-trans-p-Caroteno 17,33 0,99 0,48
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5.3. LINEALIDAD:

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para la construccion de la curva de

calibracion de acuerdo a la Tabla 4.3 en el rango de concentracion de 10-60 pg/mL.

Tabla 5.4. Resultados obtenidos de la linealidad del método para para la cuantificacién del carotenoide

All-trans-B-caroteno.

CONCENTRACION

REPLICAS
10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL 40 ug/mL 50 pg/mL 60 pg/mL
Relacion de 0,611 1,312 2143 3,025 3,897 4,654
areas 1
Relacion de
, 0,589 1,309 2137 3,041 3,905 4,658
areas 2
Relacion de 0,596 1,324 2146 3,051 3,900 4,650
areas 3
Relacion de 0,596 1,347 2151 3,045 3,900 4,641
areas 4
Promedio 0,598 1,323 2144 3,041 3,900 4,651
Desviacion 0,009 0,017 0,006 0,011 0,004 0,007
estandar
RSD % 156%  129%  0.26% 0,36% 009%  0,16%

Curva de calibracion del carotenoide all-trans p-caroteno

500 r
450 |
4.00 F

3
S 350 |

<
P 3.00
c 250 |

he)
52,00 +
S 150 +
1.00 F
0.50
000 1 1 1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (pg/mL)

y =0.0826x - 0.2798
R*=0.999

Figura 5.7. Rango lineal de la curva de calibracion para la cuantificacion del carotenoide

All-trans p-Caroteno
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De la Figura 5.7 se puede obtener los principales parametros de la curva de calibracion para la

determinacidn de la linealidad.

Tabla 5.5. Caracteristicas de la curva de calibracién para el analisis de la linealidad del método

PARAMETROS DE LINEALIDAD RESULTADO
Coeficiente de correlacion (r) 0,9997
Coeficiente de determinacion (r?) 0,9990
Pendiente 0,0826
Intercepto -0,2798
Numero de repeticiones (n) 4

Uno de los criterios del presente estudio para evaluar la linealidad del método fue el coeficiente
de correlacion “r”. La Tabla 5.5 muestra los resultados obtenidos de este parametro, dando
como resultado un valor de 0,9997 el cual supero el valor de referencia r > 0,995 propuesto por
(EPA, 2014) y usualmente aceptados en los laboratorios, este resultado indica que se cumplio
el criterio establecido asegurando la prueba de linealidad de los datos.

Ademas otro criterio para evaluar la linealidad es mediante una prueba estadistica, el test de
Student, el cual se calcula un valor t experimental (texp) con n-2 grados de libertad y se compara
con un valor t de tabla (ttnia) generalmente al 95% de confianza (a=0,05), dos colas en este caso

para un “n” que depende de los niveles de calibracion.
De acuerdo a la ecuacion (3) se obtiene:

_10,9997|V6-2

Lexp = /(1=0,9990)

= 63,22

El valor de prueba texp que determina la correlacion de los datos supera el valor tian. = 2,78

(0=0.05, 4 grados de libertad) garantizando la buena correlacion que existe entre los datos.
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Tabla 5.6. Valores de la relacion de areas y varianzas de la

prueba de homocedasticidad.

NIVEL RELACION DE AREAS
Nivel 3
1 2,1427
2 2,1373
3 2,1455
4 2,1509
S3? 3,1x 10°
Nivel 5
1 3,8969
2 3,9054
3 3,8998
4 3,8996
Ss? 1,2x10°
Fexp 2,52
Fcritico 9128

Para calcular el valor de la prueba Fexp se determina la relacion del mayor entre el menor valor
de las varianzas (s®), como se muestra en la ecuacion 19:
_ 53
Fexp = g ...... (19)
La tabla 5.6 muestra el valor de la prueba de homocedasticidad donde el Fexp es menor al Feritico=
9,28 (a=0.05, 3,3 grados de libertad) para cada caso, obteniendo informacion de que las

varianzas entre los niveles 3 y 5 de la curva de calibracién son iguales y por ende existe

homocedasticidad entre estos puntos.

La gréfica de residuos (Figura 5.8) no muestra ninguna anomalia, y cumple con todas los
criterios de aceptacion enumerados en la pagina 26, lo que indicaria una evidencia méas de

linealidad de los datos.
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Figura 5.8. Gréfico de residuales de la curva de calibracion

El limite de deteccion y cuantificacion se determinaron experimentalmente a partir de los

valores obtenidos de la curva de calibracidn en el rango lineal establecido.

Se utilizo la desviacion estandar de regresion Syx de la curva de calibracion para el calculo del
limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). La sensibilidad se obtuvo de la pendiente
de la curva de calibracion en la prueba de linealidad del método. Los resultados se muestran en

la Tabla 5.7

Tabla 5.7. Valores de limite de deteccion, cuantificacién y sensibilidad

Limite de Deteccién (LOD) 1,96 pg/mL
Limite de Cuantificacién (LOQ) 6,49 pg/mL
Sensibilidad 0,0826

Los valores de LOD y LOQ fueron obtenidos usando las ecuaciones (6) y (7), encontrandose
en el orden de unos cuantos microgramos por mililitro sefialando una buena sensibilidad del
equipo de cromatografia liquida. Estos valores pequefios son importantes porque se podria
replantear el método para trabajar con cantidades de muestra menores debido a que en el mundo

marino no siempre se dispone de una gran cantidad de muestra para los analisis.
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5.4. PORCENTAJE DE RECUPERACION:

La Tabla 5.8 muestra los resultados obtenidos en la prueba de recuperacién de muestras

fortificadas aplicando la ecuacion (1) y obteniéndose un valor promedio de 98,30%.

Tabla 5.8. Valores del porcentaje de recuperacion del método analitico.

Nivel de Relacionde  Concentracion Promedio (CC) Recuperacién (%)
. -Ci
concentracion Areas (ug/mL) (ug/mL) I (C+Ci)/ Ca
1,227 19,243
Muestra sin
o 1,233 19,323 19,351 - -
fortificar
1,246 19,487
1.631 24,286 6,602 98,54%
Nivel 1 24,188
1.610 24,021 6,278 93,70%
(25%)
1.623 24,187 6,495 96,93%
2,023 29,185 13,990 97,83%
Nivel 2 29,332
2,053 29,557 14,406 100,74%
(50%)
2,028 29,239 14,130 98,81%
2,496 35,085 23,798 103,25%
Nivel 3 34,368
2,451 34,524 23,205 100,46%
(75%)
2,366 33,469 21,865 94,66%
Promedio (n = 9) 98,30%
Desviacion Estandar 0,029
RSD (%) 3,00%

La evaluacion de la veracidad muestra porcentajes de recuperacion dentro del rango de
aceptacion (80 - 110%) propuesto segun (NordVal , 2010), en los 3 niveles estudiados para
concentraciones alrededor de los 10 ppm aseverando que el efecto de la matriz no es

significativo.

Ademas se realizo el test estadistico t Student comparando el texp con el twnia para (n-1 grados,
0=0,05).

Si el texp resulta menor que el twania NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media

y el 100%, por lo que el método tiene la veracidad requerida para un nivel de confianza al 95%.
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La ecuacion para calcular el texp s la siguiente: (AEFI, 2001)

A |100—R|+V/n
exp % RSD

Reemplazando los valores obtenidos en la prueba de recuperacion y reemplazando en la

ecuacion (20) se obtiene:

_ 1100-9831vV9
texp = B a—— 1,70

De acuerdo con los resultados obtenidos el texp s menor al tianie= 1,85 (a= 0.05, 8 grados de
libertad) por lo tanto no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%,

por lo tanto se puede concluir que la metodologia es veraz.

5.5. PRECISION:

5.5.1 Precision a condiciones de repetibilidad:
La precision a condiciones de repetibilidad se expresé como desviacion estandar relativa
(RSD%) de acuerdo a las siguientes ecuaciones: (ISO 5725-2, 1994)

/Z(xi—f)z
Sy = T ...... (21)

RSD(%) = ... (22)

Donde:

Sr: desviacion estandar de repetibilidad
x: Promedio
n: NUmero de réplicas

Xi: Resultados obtenidos

Las Tablas 5.9 y 5.10 muestran los resultados obtenidos correspondientes a la prueba de

precisién a condiciones de repetibilidad para la respuesta del equipo y el método analitico.
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Tabla 5.9. Resultados de la precisién a condiciones de

repetibilidad de la respuesta del equipo

Réplica del estandar

All-trans g-Caroteno REL::;?\? DE
(20 pg/mL)
1 1,3944
2 1,3948
3 1,3960
4 1,4007
5 1,3991
6 1,4037
7 1,4047
8 1,4085
9 1,4075
10 1,4099
Promedio 1,4019
Desviacion estandar 0,0057
RSD (%) 0,41%

Tabla 5.10. Resultados de la precisién a condiciones de

repetibilidad del método analitico

Concentracion de
All-trans -Caroteno

(Mg/mL)

Réplica de la muestra de
Arthrospira platensis

=

19,47

19,62

19,61

19,77

19,79

19,86

20,01

20,07

O OO N OB WDN

20,04

[EEN
o

19,74

Promedio 19,80

Desviacion Estandar 0,199

RSD (%) 1,01%




Se observa que los valores de RSD% para la respuesta del equipo (0,41%)y el método analitico
(1,01%) no superan el criterio de aceptacion propuesto RSD < 6% segin (AOAC, 2002), ello
indica que hay un alto grado de concordancia en el ensayo cuando el método se aplica

repetidamente a maltiples alicuotas de una muestra homogénea.

5.5.2 Precision Intermedia:
Para la evaluacion de la precision intermedia se realizo el andlisis de Horwitz a partir de la

concentracion del analito C, de acuerdo a la ecuacion (23) (Rivera & Rodriguez, 2014):
RSD, = 2(1=05+log®) (23)

El valor de RSDr obtenido en condiciones de precision intermedia se compara con el predicho
por Horwitz (RSDH) mediante el pardmetro de Horrat (Codex Alimentarius Commision, 2010)
de acuerdo a la ecuacion (24):

Si el valor del pardametro Horrat es igual o menor a 2 se puede decir que el método tiene valores

aceptables de precision intermedia (Jurado, 2008).

EL valor de RSDr en condiciones de precision intermedia se determind usando las ecuaciones
propuestas por (ISO 5725-2, 1994), calculando la varianza de repetibilidad, varianza entre

laboratorios y varianza de reproducibilidad (como precisién intermedia).
La varianza de repetibilidad (S2):

2
o (nij—1)sf;

==t = 25
XN CITESY (#)
La varianza entre laboratorio (S2):
SZi—SEi
Sti = # ...... (26)
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Donde:
1 — =
Sc%j = (E) Zf:l nij (Vij — yj)2 ...... (27)

p .2
Yi=1Nij

_ p
g D Y

La varianza de reproducibilidad, como precision intermedia (S%;) es la suma de la varianza de

repetibilidad y la varianza entre laboratorio y se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:
2 _ ¢2 2
SRJ- —Srj+SLj ...... (29)
Tabla 5.11. Valores de precision intermedia del método. Se

muestran los valores promedios de 4 réplicas obtenidos por los

analistas A 'y L en 6 diferentes dias.

Concentracion de

Analista- Dias All-trans p-Caroteno

(Hg/mL)
A-1 19,368
A-2 19,470
A-3 19,152
A-4 19,603

A-5 19,998*
A-6 19,242

L-1 18,776*
L-2 19,101
L-3 19,068
L-4 19,292
L-5 19,514
L-6 19,056
Promedio 19,287

*: Valores atipicos eliminados mediante la prueba de h y k de mandel (Anexo A)

La Tabla 5.12 muestra los valores obtenidos en la prueba de precision intermedia del método

en 6 dias diferentes, al reemplazar dichos valores en las ecuaciones (25-29) se obtiene:
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Tabla 5.12. Valores de Varianza de repetibilidad, entre laboratorios y

de precision intermedia

Varianza de repetibilidad (S%ry) 5,00 x 102
Varianza entre laboratorios  (S°Ly) 2,614 x 102

Varianza de reproducibilidad (S%rj)
(precision intermedia)

0,076

La precision intermedia se expresd como desviacion estandar relativa RSDr de acuerdo a la
siguiente ecuacion: (1ISO 5725-2, 1994)

RSD(%) =% ...... (30)

X

Donde:

Sr: desviacion estandar de precision intermedia

x: Promedio

Al reemplazar el valor promedio de la concentracion x = C = 19,28 pg/mL en la ecuacion de
Horwitz (23) y la varianza de reproducibilidad como precision intermedia en la ecuacion (30)
se obtiene: RSDn=2,56% y RSDr =1,43%

Finalmente calculando el parametro de Horrat segun la ecuacion (24) se obtiene un valor de
0,58 menor a 2 cumpliendo con el criterio de aceptacion, y demostrando que el método analitico
tiene valores aceptables de precision intermedia.
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5.6. ROBUSTEZ:

La tabla 5.13 muestra los valores de las ocho pruebas realizadas segun la metodologia de

Youden- Steiner:

Tabla 5.13. VValores obtenidos segln la metodologia de Youden-Steiner

EXPERIMENTOS

FACTORES
1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura A=25°C
25°C 25°C 25°C 25°C 30°C 30°C 30°C 30°C
de lacolumna a=30°C
% Metanol B=93 %
. 93% 93% 88% 88% 93% 93% 88% 88 %
(Fase Mavil) b=88 %
Longitud de C=460 nm
460 nm 450 nm 460 nm 450 nm 460 nm 450 nm 460 nm 450 nm
onda ¢=450 nm
Flujo D=1mL/min ) ) ) ) ) ) ) )
ImL/min ImL/min 12mL/min  12mL/min  1,2mL/min  1,2mL/min ImL/min ImL/min

d=1,2mL/min
Volumen de E=20 pL
. y 20 pL 30 pL 20 pL 30 pL 30 pL 20 pL 30 pL 20 pL
inyeccion e=30 pL
Exposicibna  F=sin ) ) ) )

L sin con con sin sin con con sin

la luz exposicion a luz

‘ exposicion  exposicion  exposicion  exposicion  exposicion  exposicion  exposicion exposicion

=con

L aluz aluz aluz aluz aluz aluz aluz aluz
exposicion a luz

Adicion de
BHT 0,1% G=Sin BHT
(Butilhidroxi-  g=Con BHT

Sin BHT Con BHT Con BHT Sin BHT Con BHT Sin BHT Sin BHT Con BHT

tolueno)
Concentracion
. 20,41 22,48 21,75 21,14 20,30 23,66 23,54 22,05
réplica 1 (ug/mL)
Concentracion
) 20,37 22,50 21,76 21,24 20,40 23,72 23,79 21,98
réplica 2 (ug/mL)
Concentracion
20,39 22,49 21,75 21,19 20,35 23,69 23,66 22,01

promedio (ug/mL)

Con los valores obtenidos de la Tabla 5.13 se construyo la Tabla 5.14 que muestra los efectos

de cada parametro y su porcentaje de contribucion que afecta al método analitico.
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2.50

2.00 A

1.00

0.50

0.00

Como criterio de aceptacion para la robustez del método se considera que el efecto no sea

Tabla 5.14. Resumen de los efectos por cada parametro y su valor critico (v25)

% CONTRIBUCION

PARAMETROS EFECTO S EEESTO
Temperatura de la columna 1,02 15,60
% Metanol (fase movil) 0,36 5,50
Longitud de onda 2,11 32,37
Flujo 0,39 5,90
Volumen de inyeccion 0,09 1,31
Exposicion a luz 1,98 30,27
Adicion de BHT 0,59 9,05

V2Sr 0,40

Sr: Desviacion estandar de precision intermedia del método

Efecto de los parametros

T columna

% Metanol Longitud de Flujo Vol. Exposiciona Con BHT
(Fase movil)  onda Inyeccion luz

Figura 5.9. Efecto de los parametros en el método analitico

superior a v/2 veces la desviacion estandar de precision intermedia (Sr). (AOAC, 2002).

La Figura 5.9 muestra que los pardmetros mas robustos son el % Metanol (Fase movil), el flujo

y el volumen de inyeccion.
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Sin embargo la metodologia analitica no es robusta ante la presencia de pequefios cambios en

los siguientes factores criticos o parametros mas sensibles:

La Temperatura de la columna afecta el orden de elucion permitiendo trabajar a velocidades de
flujo mas altas debido a la reduccion de la viscosidad en la fase movil, pero afecta en la

resolucion de la separacion cromatogréfica.

El cambio de la longitud de onda presenta una disminucién del tamafio de los picos

cromatograficos dando lugar a una engafiosa cuantificacion.

La exposicién a la luz produciendo cambios en la concentracion debido al proceso de oxidacion

y degradacién del carotenoide All-trans-f-caroteno.

La adicion del antioxidante BHT (Butilhidroxitolueno) también es un parametro relativamente
pero no tan critico como los mencionados anteriormente, ya que no hay mucha variacién en la

respuesta de la sefial del método analitico.

5.7 INCERTIDUMBRE DEL ANALISIS:

Se realiz6 una estimacion preliminar de la contribucion de cada componente 0 combinacion de
componentes en la incertidumbre y ademas aquellos factores que no fueron significativos

fueron eliminados.

Las contribuciones a la incertidumbre se expresaron como desviaciones estandar, y se

combinaron segun las reglas apropiadas, para obtener una incertidumbre estandar combinada.

El factor de cobertura usado para multiplicar la incertidumbre combinada estandar con el
propdsito de obtener una incertidumbre expandida presenta el valor de 2 para una distribucién

normal al 95% de confianza.

5.7.1. Modelo Matematico

La expresion matematica que relaciona las magnitudes de entrada con la concentracion del

carotenoide estudiado All-trans-f-caroteno (mensurando) se muestra en la siguiente ecuacion:
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Co*Vext*rep

ug
— (All- trans-B- = ...... 31
g (All- trans-f3-caroteno) m+ Rec ( )

Donde:

Co = Concentracion de la muestra obtenida a partir de la curva de calibracion (pg/mL)
Vext = Volumen total de la muestra (mL)

m = Masa de la muestra (g)

Rec= Porcentaje de recuperacion

rep= Factor adimensional de repetibilidad

5.7.2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre:

La identificacion de las fuentes de incertidumbre significativas parten de un modelo
matematico correspondiente a la ecuacion (31), asi como de aquellas fuentes que no estan
descritas explicitamente en el modelo y que provienen de otras fuentes, estas fuentes se pueden

apreciar en el diagrama de causa y efecto (Ishikawa) en la Figura 5.11 (BIPM, 2008).

m
Talerancia Resolucion
Temperatura Calibracion
Repetibilidad ———— Repetibilidad
> Cﬁ—caroteno (ug/9)
curva de calibracion /

Co Recuperacion Repetibilidad

Figura 5.10. Fuentes de incertidumbre en la determinacion del carotenoide All-trans-f-caroteno en la

muestra de Arthrospira platensis
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La Figura 5.10 muestra las fuentes potenciales de incertidumbre que podrian contribuir en la

determinacion de la concentracion del All-trans-B-caroteno (mensurando).

5.7.3. Evaluacion de las fuentes de incertidumbre ui:

La evaluacion de las fuentes de incertidumbre se muestra a continuacion:

5.7.3.1 Incertidumbre debido al pesaje de la muestra Arthrospira platensis (m): El peso de
biomasa seca fue de 6 g y se tomaron en cuenta 3 fuentes de incertidumbre: (Maroto, Boqué,
Riu, & Rius, 2002)

a) Calibracion de la balanza: Esta incertidumbre esta asociada a la correccion calculada
durante la calibracion de la balanza, donde se utiliza la informacion obtenida en el
certificado de calibracion. El calculo de la incertidumbre de calibracion de la balanza se

calcula de acuerdo a la siguiente formula:

U D
U(calibracion) = /((2_0)2 + Cl-2 ...... (32)

Uiy = Incertidumbre expandida de medicion

Donde:

ci = correccion obtenida del certificado de calibracion

El certificado de calibracion de la balanza Sartorius empleada en las pruebas de validacion
establece que la incertidumbre expandida de medicidn en gramos con un factor de cobertura k

igual a 2 es:

Ueiy = 2/1,8x108 + 4,6x10-11xR2 g ...... (33)
Donde R Lectura de la balanza después de la calibracion (g)

Este tipo de informacion permite obtener la incertidumbre estandar tipo B, ya que se refiere a

datos de un certificado de calibracion y no a datos experimentales. (COVENIN, 2000)

Reemplazando el peso de biomasa seca (6,00038 g) utilizado en las pruebas de validacién en la

ecuacion (33) se obtiene:
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Uiy = 2 \/ 1,8x107% + 4,6x107'1x(6,00038)* g = 0,0002804 g = 0,2804 mg

Ademas la correccidn ci del certificado de calibracion presenta un valor de 0,0000 mg, y de
acuerdo a la ecuacion (32) al reemplazar los valores se obtiene la desviacion estandar de

calibracion Ugcalibracion)

0,2804 ,
U(catibracion) = | ( 5 ) + 0,0000° = 0,140 mg

b) Medida de la masa: Esta incertidumbre depende de la precision (condiciones en las
cuales se realiz6 la medida) y la resolucion de la balanza. El calculo de la incertidumbre

de calibracion se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

res?

U(medida) = \/S(mi)z + PaPRREE (34)

Donde:

s(m;) = Desviacion estandar media o incertidumbre estandar de repetibilidad

res = resolucion de la balanza

La resolucidn de la balanza utilizada en la prueba de validacion presenta un valor de resolucién
(res) de 0,01 mg obtenido en las especificaciones de fabrica.
Ademas se calculd la repetibilidad pesando 10 veces la pesa patrén clase E2 de 10 g como se

muestra en la tabla 5.15.

64



Tabla 5.15. Repetibilidad del pesaje del peso patrén de 10 g con intervalo de 5 segundos

Lectura de la pesa

N° de Lectura Fecha de pesaje
patrén (g)

1 29/10/2015 10,00005
2 29/10/2015 10,00004
3 29/10/2015 10,00001
4 29/10/2015 10,00003
5 29/10/2015 10,00000
6 29/10/2015 10,00002
7 29/10/2015 10,00003
8 29/10/2015 10,00004
9 29/10/2015 10,00001
10 29/10/2015 10,00002

Promedio 10,00003
Desviacion estandar 1,5811 x 10

El célculo de la incertidumbre estandar de repetibilidad urep (Incertidumbre tipo A) surge del
analisis estadistico de una serie de observaciones (COVENIN, 2000) y se calcula mediante la
siguiente formula: (NMKL N° 5, 2005)

Donde:

Urep= Incertidumbre estandar de repetibilidad
Srep = Desviacion estandar de repetibilidad

n = NUmero de lecturas

Calculando la incertidumbre estandar de repetibilidad de acuerdo a la ecuacion (35) con los

resultados obtenidos en la Tabla 5.17 se obtiene:

65



1,5811x107°

Uppy = =5x10"%g = 0,005 m
rep m g g

Reemplazando la incertidumbre estandar de repetibilidad Uyep y el valor de resolucion de la

balanza en la ecuacion (34) se obtiene:

2

)

Uemediaay = |0,005% + = 0,006 mg
c¢) Deriva de la balanza: Esta incertidumbre considera dos componentes: la incertidumbre
debida a que la balanza cuando se va descalibrando en el paso del tiempo, y la
incertidumbre asociada al error sistematico debido a la diferencia entre la temperatura
que se calibra la balanza (20°C) y la temperatura de trabajo.
En este caso no se considerd dicha fuente de incertidumbre ya que la balanza es nueva

y no presenta una descalibracién en el tiempo.

La incertidumbre estandar combinada para el pesaje de la muestra se calcula mediante la
siguiente expresion (EURACHEM, 2012):

u(y(x1,x2,...)) = \/Z?ﬂ cZxu(x)?...... (36)

Donde:

u.(y(x1,x2,...)) = Incertidumbre estandar combinada

Ui)= Incertidumbre estandar evaluada

ci= Coeficiente de sensibilidad = (%)2

En este caso las variables no se encuentran correlacionadas por lo tanto el coeficiente de
sensibilidad cies igual a 1, y al reemplazar los valores de incertidumbre debida a la calibracion
y medida de la masa en la ecuacién (36) se obtiene la incertidumbre estandar combinada de la

masa u, (m) .

Ue my = +/(0,140)2 + (0,006)2 = 0,1432 mg = 0,0001432 g
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5.7.3.2 Incertidumbre del Volumen usado (V): El volumen final de solucion preparada fue
de 250 mL en un matraz volumétrico clase A. Para material volumétrico sin graduacién existen
tres fuentes de incertidumbre. (EURACHEM, 2012)

a) Tolerancia: (Incertidumbre tipo B) Indicado por el fabricante como 250 + 0,12 mL
calibrado a una temperatura de 20°C.
Teniendo en cuenta que no se expresa un nivel de confianza, se asume una distribucién
triangular (EURACHEM, 2012), el calculo de la incertidumbre estandar de la tolerancia

se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Tolerancia
U(tolerancia) = BV ERERER (37)

Al reemplazar el valor de tolerancia indicado por el fabricante en la ecuacion (37) se obtiene

que:

0,12
U(tolerancia) = W =0,0489 mL
b) Temperatura: La calibraciéon del material de vidrio fue realizado a una temperatura de
20°C y la temperatura de trabajo en la prueba de validacion fue de 22°C, resultando una
variacion de temperatura AT = 2°C, ademas teniendo en cuenta que el coeficiente de

expansion térmica de la acetona es 1,5x104°C* (Tablas y constantes, 2016).

El célculo de la incertidumbre de la variacion de temperatura, asumiendo una distribucion

rectangular (EURACHEM, 2012) se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Vmatwvol *AT* Coeficiente de expansién térmica de la acetona

u(AT) = B e (38)

Donde:

Vmatvol: Volumen del material volumétrico
AT: Variacion de temperatura
Al reemplazar los valores del volumen del matraz volumétrico, variacion de temperatura y

coeficiente de expansion térmica de la acetona en la ecuacion (38) se obtiene que:
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250 * 2 1,5x107%
u =
(AT) V3

=0,0433 mL

c) Repetibilidad: La incertidumbre estandar de repetibilidad es debido a la variacion del
aforo, para ello se utiliz6 el método gravimétrico de verificacion del material de vidrio
en donde se realizaron 10 mediciones (ver Tabla 5.16). Esta incertidumbre es de tipo

A ya que surge del analisis estadistico de una serie de observaciones (COVENIN,

2000).
Tabla 5.16. Repetibilidad del pesaje del matraz volumétrico de 250 mL con intervalo de
5 segundos
N° de lectura Fecha de pesaje Volumen
(mL)
1 30/10/2015 249,93029
2 30/10/2015 249,91988
3 30/10/2015 249,88816
4 30/10/2015 249,89521
5 30/10/2015 249,89945
6 30/10/2015 249,94833
7 30/10/2015 249,94029
8 30/10/2015 249,89981
9 30/10/2015 249,89872
10 30/10/2015 249,89825
Promedio 24991184
Desviacion estandar 0,02118

El calculo de la incertidumbre estandar de repetibilidad (urep) Se calcula de acuerdo a la ecuacién
(35)

0,02118
Urep = W =0,0067 mL

La incertidumbre estandar combinada para el pesaje de la muestra se calcula de acuerdo a la
ecuacion (36), pero en este caso las variables no se encuentran correlacionadas por lo tanto el

coeficiente de sensibilidad cies 1, y al reemplazar los valores de incertidumbre debida a la
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tolerancia, variacion de temperatura y repetibilidad en la ecuacion (36) se obtiene la

incertidumbre estandar combinada del volumen de medicion u, (,):

U () = +/(0,0489)2 + (0,0606)2 + (0,0067)? = 0,0657 mL

5.7.3.3 Incertidumbre estandar de la curva de calibracion (Co): La incertidumbre de la curva
de calibracion refleja la incertidumbre debida a la sefial y no a la incertidumbre de los estandares
de calibracion ni correlaciones inducidos por dilucion sucesiva de la misma poblacion.
(EURACHEM, 2012).

La incertidumbre estandar de la curva de calibracion es de tipo A y se calcula de acuerdo a la

siguiente ecuacion: (Sadeghi, Navidpour, Bayat, & Afshar, 2013)

_sw [T 1 G
o= Jntnt o @9

s(r) = fm%_’;l_b)z ...... (40)

Donde:

s(r): Desviacion estandar residual regresion lineal.

m: Pendiente de la curva de calibracion.

N: Numero de mediciones para la determinacién de Co.
n: Numero de mediciones de la curva de calibracion.
Y,: Concentracion de la muestra.

Y : Concentracion promedio de los estandares.

b: Intercepto de la curva de calibracion.

xi : Concentraciones del estandar i.

x : Concentracion promedio de los estandares.

Para el céalculo de la incertidumbre de calibracion, se utilizaron los datos obtenidos en la prueba

de Linealidad en el rango de 10 — 60 pg/mL, tal como se muestra en la Tabla 5.17.
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Tabla 5.17. Resultados de la curva de calibracion obtenida en la prueba de validacion

Concentracion

Relacién Relacién Relacion de
All-trans-g-caroteno ; . a
de areas 1 de areas 2 areas 3
(Hg/ml)

10 0,611 0,589 0,596
20 1,312 1,309 1,324
30 2,143 2,137 2,146
40 3,025 3,041 3,051
50 3,897 3,905 3,900
60 4,654 4,658 4,650

La ecuacion de regresion obtenida a partir de la Tabla 5.17 es:

Relacion de Areas = 0,0827*[Concentracion] — 0,2848

Donde m= 0,0827, b = -0,2848 para un numero de mediciones totales n = 18 y una

concentracion promedio de los estandares (Y = 35 pg/mL).

Reemplazando los resultados obtenidos de la curva de calibracion en la ecuacion (40) se
obtiene:
s(r) = 0,0487

Ademas se realiz6 el anélisis por duplicado (N=2) de la muestra de Arthrospira platensis
preparado en la prueba de validacion obteniéndose una concentracion promedio de

19,607pg/mL.

Al reemplazar los valores obtenidos en la ecuacion (39) se obtiene:

_0,0487
" 0,0827

Uco

\/1 + L4 Q97397 _ g 4571 pg/mL

2 18 5250

5.7.3.4 Incertidumbre de la repetibilidad: (Incertidumbre tipo A), la validaciéon del método
analitico presentd un valor RSDr de 0.0101 (Desviacion estandar de relativa en condiciones de

repetibilidad).
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Este valor se utilizé directamente para el célculo de la incertidumbre estandar combinada
asociado con los diferentes términos de repetibilidad (EURACHEM, 2012).

Upep = 0,0101

5.7.3.5 Incertidumbre de la Recuperacion: (Incertidumbre tipo A), la veracidad del método
analitico se determind utilizando muestras enriquecidas al 25,50 y 75% del valor esperado.
La incertidumbre estandar debida a la recuperacion se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacién
(NMKL N° 5, 2005):

RSD (%)
U(recuperacion) = N (41)

Donde:

RSD (%): Desviacion estandar residual de las recuperaciones en todos los niveles

n: NUmero de recuperaciones totales

Los resultados de la Prueba de Recuperacion se muestran en la Tabla 5.8 obteniendo como
resultados: RSD (%)=3,0 yn=9

Reemplazando en la ecuacion (41) se obtiene la incertidumbre estandar de recuperacion:

0,030
U(recuperacion) — W =0,01

Ademas se realizo el test estadistico t Student comparando el texp con el twania para (n-1 grados,

2 colas, a=0,05) para determinar si la recuperacion media es significativamente diferente de 1.
Si el texp resulta mayor o igual que el tiania 1a recuperacion es significativamente diferente de 1.

La ecuacidn para calcular el texp €s la siguiente: (NordVal , 2010) (EURACHEM, 2012)
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Reemplazando los valores obtenidos en la prueba de recuperacion y reemplazando en la

ecuacion (42) se obtiene:

__|1-0983] _

texp = T = 1,68
De acuerdo con el resultado obtenido el texp €s menor al twna= 2,30 (0= 0.05, 8 grados de
libertad) por lo que la recuperacion no es significativamente diferente de 1 y por lo tanto no
necesariamente se debe incluir el factor de correccion (1/Rec) en la ecuacion para la

cuantificacion del carotenoide All-trans-p-caroteno.

5.7.4. Evaluacion de la incertidumbre estandar combinada: Para calcular la incertidumbre
estandar combinada se utilizé la ecuacion (36) donde u(xi) es la incertidumbre estandar
evaluada y (ci) es el coeficiente de sensibilidad calculada como una derivada parcial 9f/dx;
para cada magnitud de entrada, que establece la consistencia dimensional de cada incertidumbre

estandar para obtener las unidades del mensurando (pg/g) (Schmid & Lazos Martinez, 2000).

Tabla 5.18. Valores de la determinacidn de All-trans-f3-caroteno en la microalga Arthrospira

platensis y sus incertidumbres

Magnitud de L Incertidumbre
Descripcion Valor xi 5
entrada Estandar ui

Concentracion obtenida a partir
Co o, 19,607 pg/mL 0,4571 pg/mL
de la curva de calibracion

Masa de la muestra de

m ) ] 6,00038 g 0,000143 g
Arthrospira platensis
Vext Volumen total de extraccion 250 mL 0,0657 mL
rep Factor de repetibilidad 1 0,0101

Recuperacion de
Rec . 0,983 0,01
muestras fortificadas
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La tabla 5.18 muestra un resumen con los valores para la cuantificacion del carotenoide All-
trans-f-caroteno presente en la microalga Arthrospira platensis y sus incertidumbres estandar
de cada una de las magnitudes de entrada.

El valor del mensurando se calcula reemplazando los valores de las magnitudes de entrada en

la ecuacion (31):

ug _ 19,607 ug/mL*250 mLx1
— (B -caroteno) —

= Eg = mg )
g 600038 g+ 0,083 = 831,0370 5 (B -caroteno) 0,8310 - (B -caroteno)

Luego se calculd los coeficientes de sensibilidad para cada una de las magnitudes de entrada:

Co*V xrep
6(%) Vext*rep 250%1
Ceo = = = = 42,387
dCo mxRec 6%0,983
Co*V xrep
O Rer ) Co*Vext*Tep 19,607+250%1
Cm = == = DO~ 138,514
om m2«Rec 62%0,983
Co*V, *rep
a( omff?tec ) Coxrep 19,6071
Cyext = = = = 3,324
OVext mxRec 6+0,983
Co*V, *rep
a( omf9;t6C ) Co*Vext 19,607%250
Crep = = = = 831,086
drep mxRec 6%0,983
Co*V *rep
Sy T Co*Vext*Tep 19,607%250%1
Crog = —"&— = ————— = ——————— = —845,459
dRec mxRec? 6%0,9832

Tabla 5.19. Coeficientes de sensibilidad de las magnitudes de entrada y su contribucion

Magnitud de Incertidumbre Coeficiente de Contribucion Contribucion
entrada Estandar ugi Sensibilidad ci e * | (%)
Co 0,4571 pg/mL 42,387 19,3751 53.08%
m 0,000143 g -138,514 0,01943 0.05%
Vext 0,0657 mL 3,324 0,21838 0.60%
rep 0,0101 831,086 8,39396 23.02%
Rec 0,01 - 845,459 8.45459 23.19%
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Luego se procedi6 a calcular la incertidumbre estandar combinada reemplazando los valores de
los coeficientes de sensibilidad y las incertidumbres estandares de cada magnitud de entrada en

la ecuacion (36):

uc(ﬂ—caroteno) = \/Cgo *u? (Co) + Crzn *u? (m) + Cg *u? (Vext) + Crzep * u? (rep) + Ci%ec * u? (Rec)

Uc(B—-caroteno) =

\/42,3872 % 0,4571%2 4+ (—138,514)% * 0,0001432 + 3,3242 * 0,0657% + 831,0862 x 0,01012 + (—845,459)2 « 0,012

Uc(B—caroteno) = 22,7447 ug/g = 0,02274 mg/g

5.7.5. Estimacidn de la incertidumbre expandida Ue:

El valor de la incertidumbre expandida global se obtiene al multiplicar la incertidumbre
estandar combinada uc(y) por un factor de cobertura k, por lo tanto el resultado de la medicion

se expresa convenientemente como Y =y + U (COVENIN, 2000).

Se requiere que la incertidumbre expandida pueda establecer un intervalo que abarque una gran
fraccion de la distribucidn de los valores que se pueden atribuir razonablemente a la magnitud
a medir o mensurando. (GUM, 2012)

Para este estudio el factor de cobertura (k) es igual a 2 a un nivel de confianza del 95%
(EURACHEM, 2012).

En algunos casos pueden existir mayores exigencias en cuanto al valor del factor de cobertura
utilizado para obtener la incertidumbre expandida, pudiéndose solicitar o requerir un factor de
cobertura k = 3, a fin de entregar un 99,7% de confianza, esto generalmente se puede requerir

frente a determinados contaminantes o residuos. (Instituto de Salud Publica, 2010)

Reemplazando la incertidumbre estandar combinada en la ecuacion (10) se obtiene la

incertidumbre expandida:

U=2+%x22,7447 ng/g = 45,4895 ug/g = 0,0454mg/g

74



Para reportar la incertidumbre se expresa como maximo con dos cifras significativas (y
redondeo hacia arriba), y el valor de la concentracion se expresa con las mismas cifras
decimales que su incertidumbre, con lo cual el valor del mensurando debe reportarse como:
(Alzate Rodriguez, 2008)

mg All-trans—p—caroteno

Concentracion (aj1—¢rans—p—caroteno) = (0,831 £ 0,045)
9 muestra

Contribucion de Incertidumbre

Recuperacion

®
3
8
g v §
(5]
o
(%)
2
& m
=}
LL
Co
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Contribucion (%)

Figura 5.11. Contribuciones de incertidumbre del método analitico

La estimacion de la incertidumbre en el analisis quimico es muy relevante dentro de la
administracion de los recursos de un laboratorio de control de ensayo, porque conocer la
incertidumbre del método analitico proporciona un enorme valor en la calidad de los productos

certificados, y la trazabilidad del resultado.

La Figura 5.11 muestra que los componentes de la incertidumbre debida a la masa y al volumen
fueron pequefias y sus contribuciones fueron 0,05% y 0,71%, esto se debe al correcto pesaje de
la muestra y calibracién de la balanza, ademas del empleo de material volumétrico clase A de

alta precision para el aforo de la solucién.
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Las contribuciones debidas a la repetibilidad y recuperacion muestran un aporte a la
incertidumbre del 23% y 23,16%, esto se debe a errores aleatorios en el proceso de medicion y
una forma de disminuir su contribucion es incrementando el nimero de observaciones o réplicas
en la medicion. Ademéas mantener un sistema de aseguramiento de la calidad para que el
laboratorio pueda asegurar que sus resultados siguen siendo trazables y que sigue siendo valido

la incertidumbre calculada (Maroto, Boqué, Riu, & Rius, 2002).

El mayor aporte a la incertidumbre corresponde a la incertidumbre estandar debido a la curva
de calibracion uco con una contribucion del 53,08%, esto se debe principalmente a la
construccion de la curva de calibracion que involucra varios procesos de dilucion,
introduciendo mas errores en la medicion y por ende un aumento en la contribucion de la

incertidumbre.

La estimacion de la incertidumbre en este estudio ha proporcionado una gran comprension de
como un resultado de la medicion puede verse afectada por diferentes pardmetros: La medicion
de volumenes, masas y construccion de curvas de calibracion; todos tienen un efecto sobre la

eficiencia de la extraccion.

Por otra parte, el contenido del carotenoide All-trans-p-caroteno en la muestra de microalga
Arthrospira platensis fue 0,831 mg/g encontrandose dentro del rango de composicién quimica
de la microalga [0,7-1,7 mg/g] (ver Tabla 2.1) segun (Falquet, 2012). Otra referencia indicaria
que el contenido del carotenoide All-trans-p-caroteno presente en la microalga Arthrospira
platensis es 0,90 mg/g (Tang & Suter, 2011), encontrandose cerca al valor reportado, esto
indicaria una eficaz extraccion del carotenoide en la microalga, justificando que el método

validado es el adecuado para su uso previsto.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Se valido la metodologia analitica propuesta por Van Heukelem & Thomas para la
cuantificacion del carotenoide All-trans-p-caroteno en la microalga Arthrospira
platensis por cromatografia liquida de alta resolucién con la finalidad de implementarlo

en diferentes laboratorios pertenecientes a la industria alimentaria.

Los parametros caracteristicos obtenidos fueron la selectividad donde no se reportd
ninguna presencia de interferentes; la linealidad presentd un coeficiente de
determinacion (r?) de 0,999; el limite de deteccion fue 1,96 pg/mL; el limite de
cuantificacion fue 6,49 pg/mL,; el porcentaje de recuperacion fue 98,03% encontrandose
dentro del intervalo de aceptacion 80-110%; la precision en condiciones de
repetibilidad, present6 valores RSD de 0,41% para la respuesta del equipo y 1,01% para
el método analitico; la precisién intermedia present6 un valor de RSD 1,43% menor al
RSD de Horwitz cumpliendo el criterio de aceptacion; la robustez demostré que el
método analitico es muy sensible al cambio de temperatura de la columna, longitud de
onda y exposicién a la luz ; y la incertidumbre expandida presentd un valor de 45,49
pg/mL, siendo la fuente de incertidumbre debida a la curva de calibracién uco el que

presentd una mayor contribucién 53,08%.

El metodologia analitica de extraccion validada cumplié con los criterios de aceptacion
establecidos de acuerdo a normas internacionales, y se ha considerado como una
alternativa para la cuantificacion del carotenoide All-trans-p-caroteno en la microalga

Arthrospira platensis.

El contenido de All-trans-p-caroteno presente en la microalga Arthrospira platensis fue
de (0,831+ 0,045) mg/qg.
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RECOMENDACIONES

e Evaluar el método analitico propuesto en diferentes tipos de microalgas que contienen
[-caroteno como por ejemplo la microalga Dunaliella salina y elaborar estudios sobre
el uso potencial de carotenoides para la elaboracion de suplementos alimenticios y

multivitaminicos en la industria alimentaria.

e Utilizar la cromatografia liquida acoplada a un detector de masas HPLC-MS, debido a
su alta sensibilidad y suministro de informacion del ion molecular con posibles
fragmentaciones que contribuyen a la determinacion de la estructura del carotenoide y

sus respectivos isébmeros.
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GLOSARIO

BANCO DE GERMOPLASMA: Es un area destinado a la conservacion de la diversidad

genética de uno o varios cultivos y sus especies silvestres relacionadas.

BIOMASA: Materia orgénica originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado,

utilizable como fuente de energia.

CALIBRACION: Conjunto de operaciones que establecen bajo condiciones especificas,
la relacion entre los valores de una magnitud indicados por un instrumento o sistema

de medicion.

CIANOBACTERIA: Organismos que se caracterizan por conjugar el proceso de la

fotosintesis oxigénica con una estructura celular tipicamente bacteriana.

COSECHA DE MICROALGAS: Es la separacion de la microalga del medio de cultivo.

CRITERIO DE ACEPTACION: Las especificaciones que son utilizadas para tomar una
decision para aceptar o rechazar un lote de productos o aceptar una pieza de equipamiento que

ha sido calificada.

LIOFILIZACION: Es un proceso en el que se congela el producto y posteriormente se

introduce en una cdmara de vacio para realizar la separacion del agua por sublimacion.

MEDIO DE CULTIVO: Consta de un gel o una solucidon que cuenta con los nutrientes
necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y temperatura, el crecimiento de

virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefias plantas.

MICROALGA: Microorganismos microscopicos fotosintéticos que pueden crecer de manera

autotréfica o heterotroéfica.
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Abstract

We used chromatography modeling software to assist in HPLC method development, with the goal of enhancing
separations through the exclusive use of gradient time and column temperature. We surveyed nine stationary phases for their
utility in pigment purification and natural sample analysis. For purification, a complex algal matrix was separated on an
efficient monomeric column, from which partially purified fractions were collected and purified on polymeric columns that
exaggerated resolution between pigments of interest. Additionally, we feature an HPLC method that is simple, fast.
demonstrates excellent transferability and is ideal for quantitative analysis of pigments in dilute natural water samples.
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1. Introduction

HPLC methods for the analysis of phytoplankton
pigments are used to help assign algal species to
phylogenetic divisions, assess phytoplankton abun-
dance and diversity in natural samples [1] and
provide information on photosynthetic and photo-
protective physiology [2]. However, no one method
can resolve all pigments important to these purposes
as there are many pigments to separate and as
pigment separations are improved, new pigments are
often identified. Several approaches have been used
to improve pigment separations as recently reviewed
by Jeffrey et al. [1]. These approaches have included

*Corresponding author. Fax: +1-410-221-8490.
E-mail address: laurievh@hpl.umces.edu (L. Van Heukelem).

the use of temary solvent systems (using three
pumps) [3.4], C,; columns [3-16] and Cy columns
[17-20] and manipulations to column temperature
(T) [9,13-16,20]. The C,, stationary phase has been
useful in the analysis of pigments in food and tissues
as recently reviewed [21] and has had limited use
thus far in the analysis of phytoplankton pigments
[22,23]. A very promising new method which uti-
lizes a pyridine-containing mobile phase and a C,
column separates many pigments not previously
resolved and has been used to identify the elution
position of many new pigments [20]. We used an
alternative approach to improve separations: the
combined use of column 7" and gradient time (75), in
conjunction with a simple binary solvent system. Our
approach was enabled by method development soft-
ware.

0378-4347/01/$ — see front matter © 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.
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The software selected (Drylab, from 1.C Re-
sources, Walnut Creek, CA, USA) has been success-
fully used [24] to optimize separations of 14 differ-
ent sample types, including the separation of 29 algal
pigments. To use this software, retention times (7)
are recorded for a suite of compounds analyzed on
the same HPLC column under four chromatographic
conditions, including two values each of 7, and 7.
From the observed 7, values (referred to as input
data), the software predicts the 7, values which
would result from hypothetical chromatographic
conditions seclected by the user (including such
things as 1., gradient shape, column 7, column
dimensions and flow-rate (F)). The conditions re-
quired for optimal separations can then be casily
identified.

Our ultimate goals in using this software were to
identify methods which would enhance our abilities
to isolate pigments as standards from natural sources
and to identify a method that would simultancously
separate as many important pigments as possible and
be suitable for the routine quantitative analysis of
pigments in natural water samples. Additional re-
quirements of this latter method were that it be based
on a simple methanol-based binary solvent system,
use linear gradients only, have a short analysis time
and excellent detectability and be easily transferred
to other instruments. We collected pigment 7, data
from nine different columns for use with the simula-
tion software. We used changes to values of 7 and 7
for optimizing conditions as we wanted to see how
effectively we could improve separations based
exclusively on these two variables.

We identify columns and methods well suited to
the isolation of pigments from algal monocultures for
use as pigment standards and we introduce a new
method where we describe the elution position of 57
algal pigments.

2. Experimental
2.1. Equipment and software

A Hewlett-Packard (HP, Waldbronn, Germany)
series 1100 HPLC system with autoinjector (900 pl
syringe head), refrigerated autosampler compart-
ment, thermostatted column compartment, quaternary

pump with in-line vacuum degasser, and photo-diode
array detector set to monitor 450 and 665 nm (both
with 20 nm bandwidths) was used for primary
studies. In-line photo-diode array spectra (from 350
to 700 nm) was collected for each pigment (Table 1)
and compared with published values [20,25] for
pigment identifications. Dwell volume was 3 ml. A
Beckman (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)
System Gold HPL.C was equipped with a dual pump
(125 solvent module), photo-diode array detector set
to monitor 450 nm, manual injector (200 pl loop),
and an external column heating device (Eldex Lab-
oratories, Napa, CA, USA). Dwell volume was 2.2
ml.

Chromatography modeling software (Dryl.ab, ver-
sion 2.05, L.C Resources, Walnut Creck, CA, USA)
was donated for use. This software requires (for
predictions based on simultancous variation of col-
umn 7" and t;) retention times gathered from four
sets of conditions, referred to as the input data (Table
2, further details in Section 3.1). We used 7, values
for pigments in various algal culture and mutant corn
leafl extracts for input data. After developing suitable
methods for pigment isolation, we isolated pigments
for use as standards and then recombined them into
one standard test mixture containing 33 pigments.
This mixture was used in subsequent testing.

After the chromatography modeling software was
used to generate hypothetical conditions for the best
separation, those conditions were implemented on
the HPLC. For these analyses, an injector program
was used which mixed sample with buffer (28 mM
tetrabutyl ammonium acetate (TBAA), pH 6.5) in the
sample loop before injection. With the Beckman
Gold HPLC and when using large injection volumes
(900 pl) on the HP HPLC (during pigment isola-
tions), sample was premixed by hand with buffer and
then allowed to equilibrate for 5 min before inject-
ing. All samples were equilibrated to the autosampler
compartment temperature (5°C) of the HP HPLC
before injecting.

2.2. Materials
2.2.1. Reagents and solvents
All reagents except ethanol (JT Baker, Phillip-

sburg, NJ, USA) were HPLC grade: methanol (EM
Science, Gibbstown, NJ, USA or JT Baker), acetone
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Pigments, SCOR abbreviations used in the text, code (number or letter) used to identify elution position of pigments in Figs. 2-9 and the
pigment sources used to document retention time (7, ) values are shown”

Code Pigment name SCOR [26] Source® Iy (min) R, Visible
WG 78 (peak code) absorbance
abbreviation spectra (nm)
1 g Chlorophyll ¢3 chl €3 CIJLNST 3.88 456, 588 (625)
2 Monovinyl chl ¢3 MV chl ¢3 A 4.14 448, 585 (626)
3 . Chlorophyll ¢2 chl ¢2 A-EHJL-OR-T 5.70 NR 3/4 446, 584, 634
4 > Mg 38-divinyl pheoporphyrin Mg DVP GP 5.81 NR 4/a 440, 576, 632
a5 monomethyl ester
a Unknown - K 5.92 NR a/5 -
5 * Chlorophyll ¢l chl ¢l BDER 6.05 NR 5/6 442, 580, 634, 668
6 Chlorophyllide a chlide @ FHNO 6.06 (390), 434, 620, 668
7 e Peridinin perid ABM 9.32 476
8 Peridinin isomer - ABM 9.58 478
b Unknown P 11.37 456, 476
9 ** 19’-Butanoyloxy fucoxanthin but-fuco VKI°CNST 1231 448, 464
c Unknown - G 12.68 NR ¢/10 458
10 " Fucoxanthin fuco CDELNRST 12.63 454
11 oo Neoxanthin neo FGPU 13.29 NR 11/12 414, 438, 466
12 4-Keto-19'-hexanoyloxyfucoxanthin 4 k-hex-fuco ] 13.31 448, 470
d Unknown - L 13.73 NR d/13 446, 468
13 - Prasinoxanthin pras VKI° G P 13.74 462
14 hid Violaxanthin viola VKI°FGPQU 13.99 R =13, 14/15 418, 442, 470
15 > 19'-Hexanoyloxy fucoxanthin hex-fuco VKI°CJL 14.16 (430), 452, 480
16 » Astaxanthin asta shrimp carapace G 14.53 480
[ Unknown - P 14.78 466
17 Diadinochrome diadchr M 15.02 NR 17/f (410), 428, 456
f Unknown - ] 15.09 NR /18 448, 470
18 Unknown (myxo-like spectra) - K 15.13 NR 18/19 452, 474, 506
19 . Diadinoxanthin diadino A-EJL-NR-T 15.23 R.=14,19/20 (428), 446, 476
20 Dinoxanthin dino AM 15.49 416, 440, 470
21 * Antheraxanthin anth F 15.99 (425), 446, 474
22 . Alloxanthin allo HO 16.53 (430), 452, 480
23 * Diatoxanthin diato CDEMRT 17.12 NR 23/24 (430), 454, 480
24 Monadoxanthin monado HO 17.22 (422), 444, 472
25 e Zeaxanthin zea CFGIKPQV 17.79 (430), 452, 478
26 b Lutein lut FGTV 17.98 424, 446, 474
g Unknown Q 18.24 NR g/h 422, 444,472
h Unknown - G 18.32 (408), 428, 454
i Unknown - LNST 18.84 (424), 448, 472
27 *» Canthaxanthin cantha W 19.07 480
i Unknown - Q 19.23 422, 444, 472
P . Gyroxanthin diester-like 1 [27] C 19.94 (426), 444, 472
29 . Gyroxanthin diester-like 2 [27] C 21.00 (426), 444, 472
30 . Divinyl chlorophyll & DV chl b U 21.92 R,=08,30/31 478, 608, 654
3l > Monovinyl chlorophyll b chl b Fluka® F G P 22.03 468, 602, 652
32 Divinyl chlorophyll b’ DV chl b’ U 22.29 480, 608, 658
33 Crocoxanthin croco HO 242 NR 33/34 (428), 446, 476
34 Monovinyl chlorophyll &’ chl b’ Fluka® F G P 22.50 470, 602, 652
35 Chlorophyll @ allomer 1 chl a allom Fluka® A-T 23.30 (390), 432, 620, 666
36 Chlorophyll @ allomer 2 chl a allom Fluka® A-T 2343 NR 36/k (390), 432, 620, 666
k Unknown - R 23.52 NR k/L (464-474)
L Unknown - R 23.52 NR L/37 454
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Table 1. Continued
Code Pigment name SCOR [26] Source” 1y (min) R, Visible
WG 78 (peak code) absorbance
abbreviation spectra (nm)
37 Phytylated chlorophyll ¢-like phytyl-chl ¢ JR 2353 460, 588, 636
38 - Divinyl chlorophyll a DV chl a U 23.76 (390), 442, 622, 666
m Unknown - L 2391 NR m/39 458, 588, 638
39 =" Monovinyl chlorophyll @ chl a Fluka A-T 23.96 (390), 432, 620, 666
40 Diviny] chlorophyll a’ DV chl @’ U 24.13 (386), 440, 622, 666
41 Monovinyl chlorophyll a’ chl @’ Fluka® A-T 2433 (388), 432, 618, 666
n Unknown . 25.58 (422), 442, 470
42 * B.e-Carotene (a-carotene)” 3,€-car Sigma' GHIJLOPS 26.65 NR 42/43 (422), 446, 474
43 ® B.B-Carotene (B-carotene)” B,B-car Fluka®, A-G, [-N P-U 2671 (430), 452, 476

" Pigments with * or ** were used with all columns (7, and R_ data given are specific to the method described in Section 3.6). R is =1.5
unless otherwise noted (NR=R_ < 1.0). Visible absorbance spectra was obtained from the in-line HPLC photo-diode array detector (350-700

nm) (solvent A, 70:30 methanol, 28 mM TBAA. pH 6.5: solvent B, methanol). Parentheses indicate spectral shoulder.

“Sources: Horn Point batch cultures, (A) Prorocentrum minimum, (B) Gyrodinium uncatenum, (C) Gyrodinium galatheanum, (D)
Thalassiosira pseudonana, (E) Isochrysis sp. (TISO strain, CCMP 1324), (F) Dunaliella tertiolecta (CCMP 1320), (G) Pycnococcus
provasolii (CCMP 1203), (H) Pyrenomonas salina. (1) Synecoccocus sp.; CCMP individual cultures, (J) Emiliania huxleyi (CCMP 373),
(K) Synechococcus cf. elongatus (CCMP 1629), (L) Chrysochromulina polyepsis (CCMP 1757), (M) Amphidinium carterae (CCMP 1314),
(N) Pelagococcus subviridis (CCMP 1429), (O) Guillardia theta (CCMP 327), (P) Micromonas pusilla (CCMP 1545), (Q) Nannochoropsis
sp. 1 (CCMP 531). (R) Isochrysis galbana (CCMP 1323); all other sources, (S) Pelagamonas calceolata, (T) Aureococcus anophagef-

Jerens, (U) mutant corn, (V) marigold petals, (W) gift from Perdue, Salisbury. MD, USA.

“ VKI Water Quality Institute, Denmark.
“ Fluka (Milwaukee, WI, USA).

“ Trivial name.

fSigma (St. Louis, MO, USA).

(EM Science), ammonium acetate (JT Baker) and 0.4
ammonium hydroxide
Baker). Water was deionized and filtered. Solvent A

M  tetrabutyl

titrant

aT

was 70:30 (v/v) methanol, 28 mM aqueous TBAA,
pH 6.5. Solvent B was methanol or ethanol (Table

2)-

Table 2
Chromatographic conditions used for generating pigment ¢, databases for use with DryLab chromatography modeling software”
Column Column Column Gradient times Initial Flow
dimensions temperatures (min) %B rate
(mm) °C) (ml/min)
C; columns
Hypersil mos-2 100 X 4.6 40, 60 15, 45 5 1.0
Luna C; (2) 100X 4.6 40, 60 15, 45 5 0.8
Eclipse XDB 150X4.6 45, 60 20, 60 0 1.0
C,s columns
Supelcosil 1.C 318 250X4.6 45, 60 20, 60 5 1.0
Supelcosil 1.C PAH 100X 4.6 45, 60 15, 45 5 1.0
Vydac 201TP 250%X3.2 45, 60 20, 60 0 0.6
YMC ODS-AL 150X 4.6 40, 60 20, 60 5 1.0
Zorbax Bonus-RP C |, 250X 4.6 45, 60 20, 60 0 1.2
YMC C,, 250%X4.6 40. 60 20, 60 20 1.0

“ Pigments were analyzed on each column at two values of 7" and two values of 7.

All gradients were linear from the specified initial
percent solvent B to 100% solvent B. Solvent A, 70:30 methanol, 28 mM TBAA, pH 6.5; solvent B, methanol, except for the YMC C,,
column where it was ethanol. Flow-rates were adjusted to keep backpressure below 180 bar.
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Code Pigment name SCOR [26] Source® tg (min) R, Visible
WG 78 (peak code) absorbance
abbreviation spectra (nm)
37 Phytylated chlorophyll ¢-like phytyl-chl ¢ JR 2353 460, 588, 636
38 b Divinyl chlorophyll a DV chl a U 23.76 (390), 442, 622, 666
m Unknown - L 2391 NR m/39 458, 588, 638
39 L Monovinyl chlorophyll @ chl a Fluka® A-T 23.96 (390), 432, 620, 666
40 Divinyl chlorophyll @’ DV chl &’ U 24.13 (386), 440, 622, 666
41 Monovinyl chlorophyll a’ chl @' Fluka® A-T 2433 (388), 432, 618, 666
n Unknown P 25.58 (422), 442, 470
42 * .e-Carotene (a-carotene)” ,€-car Sigmai GHJLOPS 26.65 NR 42/43 (422), 446, 474
43 * B.B-Carotene (B-carolene)d B,B-car Fluka®, A-G, [-N P-U 26.71 (430), 452, 476

* Pigments with * or ** were used with all columns (7, and R_ data given are specific to the method described in Section 3.6). R is =1.5
unless otherwise noted (NR=R_< 1.0). Visible absorbance spectra was obtained from the in-line HPLC photo-diode array detector (350-700

nm) (solvent A, 70:30 methanol. 28 mM TBAA, pH 6.5: solvent B, methanol). Parentheses indicate spectral shoulder.

® Sources: Horn Point batch cultures, (A) Prorocentrum minimum, (B) Gyrodinium uncatenum, (C) Gyrodinium galatheanum, (D)
Thalassiosira pseudonana, (E) Isochrysis sp. (TISO strain, CCMP 1324), (F) Dunaliella tertiolecta (CCMP 1320), (G) Pycnococcus
provasolii (CCMP 1203), (H) Pyrenomonas salina, (1) Synecoccocus sp.: CCMP individual cultures, (1) Emiliania huxleyi (CCMP 373),
(K) Synechococcus cf. elongatus (CCMP 1629), (1) Chrysochromulina polyepsis (CCMP 1757), (M) Amphidinium carterae (CCMP 1314),
(N) Pelagococcus subviridis (CCMP 1429), (O) Guillardia theta (CCMP 327), (P) Micromonas pusilla (CCMP 1545), (Q) Nannochoropsis
sp. 1 (CCMP 531). (R) Isochrysis galbana (CCMP 1323); all other sources, (S) Pelagamonas calceolata, (T) Aureococcus anophagef-

Jerens, (U) mutant corn, (V) marigold petals, (W) gift from Perdue, Salisbury, MD, USA.

“ VKI Water Quality Institute, Denmark.
“ Fluka (Milwaukee, W1, USA).

“ Trivial name.
Sigma (St. Louis,

(EM Science), ammonium acetate (JT Baker) and 0.4
ammonium hydroxide
Baker). Water was deionized and filtered. Solvent A

M tetrabutyl

MO. USA).

titrant

ar

was 70:30 (v/v) methanol, 28 mM aqueous TBAA,
pH 6.5. Solvent B was methanol or ethanol (Table

2).

Table 2
Chromatographic conditions used for generating pigment 7, databases for use with DrylLab chromatography modeling software”
Column Column Column Gradient times Initial Flow
dimensions temperatures (min) %B rate
(mm) (°C) (ml/min)
C, columns
Hypersil mos-2 100X 4.6 40, 60 15, 45 5 1.0
Luna Cg (2) 100X 4.6 40, 60 15, 45 5 08
Eclipse XDB 150 x4.6 45, 60 20, 60 0 1.0
C, columns
Supelcosil 1.C 318 250%x4.6 45, 60 20, 60 S 1.0
Supelcosil 1.C PAH 100x 4.6 45, 60 15, 45 5 1.0
Vydac 201TP 250X%3.2 45, 60 20, 60 0 0.6
YMC ODS-AL 150X 4.6 40, 60 20, 60 5 1.0
Zorbax Bonus-RP C 250X 4.6 45, 60 20, 60 0 12
YMC C,, 250 X4.6 40, 60 20, 60 20 1.0

“ Pigments were analyzed on each column at two values of 7" and two values of 7.

All gradients were linear from the specified initial
percent solvent B to 100% solvent B. Solvent A, 70:30 methanol, 28 mM TBAA. pH 6.5; solvent B, methanol, except for the YMC C,
column where it was ethanol. Flow-rates were adjusted to keep backpressure below 180 bar.
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were clarified using 0.45-pm, PTFE, HPLC syringe
cartridge filters fitted with glass fiber prefilters
(Scientific Resources Inc., Eatontown, NJ, USA).

3. Results and discussion

3.1. Criteria for conditions used for collecting
input data

The conditions used for collecting input data on
cach column are detailed in Table 2. We selected
values of 7 between 40 and 60°C because these
above-ambient temperatures are casily attainable by
most column thermostatting devices and because our
previous work [9,23.24] had indicated that these
values of 7 provided resolution (R,) between a great
number of pigments. We felt that differences in 7" not
greater than 20°C would be more likely to ensure
accurate predictions as Sander and Wise [30] had
observed that separation selectivity (a) does not
necessarily change in a linear fashion over a wide
range of 7 (—20 to 100°C). Temperatures we used
do not necessarily result in the best R, between all
pigments. In fact, others have seen [9,13,14,16] that
lower T values often improved R, between selected
pigments.

We selected values for 7 of 15 and 45 min or 20
and 60 min (Table 2) depending on column reten-
tiveness. Some pigments cluted after the gradient and
an isocratic hold on solvent B was necessary in these
cases.

We used the same mobile phase with all columns
as this study did not extend to the effects of mobile
phase on separations. Thus we used methanol as
solvent B even when a solvent of stronger elutropic
strength may have been more practical, except with
the C;, column. Because it was extremely retentive,
it was necessary to change to a stronger solvent
(ethanol).

Historically, many pigment separation methods
have used a gradient system where solvent A is
based on that of Mantoura and Llewellyn [5]:
(80:20) methanol:0.5 M aqueous ammonium acetate
and 0.025 M TBAA, pH 7.1. Many pigment analysts
have subsequently deleted TBAA from solvent A
[3,4,7-14,16-20,31] as reviewed in Jeffrey et al. [1].
During initial data collection we observed abnormal

chl a retention (as with excessive chl ¢ allomeriza-
tion) when highly concentrated algal extracts and chl
a standards were injected while ammonium acetate
was used in solvent A without TBAA. This abnormal
retention was eliminated by adding butylated hy-
droxy toluene (BHT) to the mobile phase (as sug-
gested by an anonymous reviewer) or as we did, by
replacing ammonium acetate with TBAA. We have
avoided the costs ordinarily associated with the
purchase of TBAA ion-pairing reagent by formulat-
ing it ourselves from the acidification of tetrabutyl
ammonium hydroxide with acetic acid. TBAA was
also advantageous in positioning the ecarly cluting
chlorophylls in front of the ecarly eluting xantho-
phylls on the C,, column. In contrast, when am-
monium acetate was used in solvent A, the ecarly
cluting chlorophylls were retained longer, cluted
among the carly cluting xanthophylls and caused
many pigments to co-clute.

3.2. Column characteristics

Physical characteristics of the columns used were
diverse (Table 3). Small particle sizes and long
column dimensions generally increase column ef-
ficiency, N, while other stationary phase characteris-
tics have a greater effect on a. Of the nine stationary
phases used, two were listed by the vendors as
polymeric and five as monomeric. The remaining
two, the Supelcosil LC PAH and the LC 318, for
which the bonding chemistry was listed as pro-
prictary, were characterized as polymeric and mono-
meric, respectively, by Epler et al. [32].

Plate number (N) calculations for gradient data are
complex but are conveniently calculated by the
simulation software. Hence we easily compared N
among columns. With DryLab one can enter the
value of N observed during data collection or, as we
did, enter various values of N until the accurate value
is found (at which point the software predictions of
peak width and R, match those observed during data
collection). Specifically, we used the peak widths
and R, of pairs eluting midway in the gradient from
input data derived from the cooler 7" and longer 7
(Table 2) to identify the accurate value of N for each
column. Next, we used the software to determine N
for each column after normalizing the variables
which affect N. Specifically, we entered the same
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column dimension (250X4.6 mm), particle size (5
pm) and flow-rate (F=1 ml/min), as these varied
among columns in the experimental procedures. In
all cases, the monomeric columns were more effi-
cient (with higher N values) than the polymeric C,
columns (Table 4). The columns with the highest
efficiencies were the Luna Cy and the Eclipse XDB
Cg. We show no data for the C,, column as we had
used a different mobile phase and thus the observed
N (8500) cannot be compared exactly with values of
N for the other columns.

We used the simulation software to compare the
resolving power of each column free from the effects
of their differences in N and column dimensions.
Inspection of the R, equation for gradient elution,
R, = 1/4N"*(a — D[k*/(1 + k*)] [33], reveals the
interaction among N, a and k*. In the computer
simulation software, we normalized N and factors
affecting k* among columns. With these variables
normalized, changes in R, attained from manipula-
tions to T or tg reflect their effects on separation
selectivity (a). The quantity k* is defined by (1,F)/
V., AdS), where ¢t is gradient time in min, A¢ the
percent change in solvent B during the gradient
divided by 100, F the flow-rate (ml/min), V, the
column volume (ml) and § is a constant that is a
function of the molecular structure of each com-
pound. We adjusted variables affecting k* so that it
was equal for each column by using a gradient range
of 20-100% solvent B, F of 1 ml/min and column
dimensions of 250X4.6 mm. Values of § can be
assumed to be approximately equal for a given solute

on different columns [34]. After normalizing k*, we
entered the same N value (10 000) for each column.
Next we set 5 to 20 min (7=50°C) and used the
simulation software to predict the R, between adja-
cent pigments. The R, predicted from the 20 min 7
was compared to the R, predicted between the same
pigment pairs when ¢, was 60 min (7=50°C). We
then used the simulation software to predict the R
between adjacent pigments at 45°C (7; —45 min) and
calculated the change in R seen between the same
pairs when 7" was set to 60°C (z; =45 min.). We used
the same pigments with each column and included
only those that eluted during the gradient with all
sets of conditions used. As a result, chlorophylls
were excluded.

The effects of variations to f; and 7 on the
resolving power of cach column are shown in Fig. 1.
We illustrate the results with columns sorted first by
bonding chemistry (either monomeric or polymeric)
and second by aliphatic chain length (Cy to C,)
(Fig. 1, x axis). (Note that data from the C,; column
is not relevant to the other columns as previously
stated.) The change in R associated with the 3-fold
change in 7, (@) and the 15° difference in 7 (O) are
shown (y axis). There was tremendous variability (as
indicated by the distribution of data along the y axis)
for both t, and 7 for all columns. Changes in R_
resulting from 7 (O) were generally greater on the
polymeric columns relative to the monomeric col-
umns. In fact, the average median value of changes
in R_ associated with 7" on the two C,; polymeric
columns (1.17+0.12) was 3.7 times the average

Table 4
Observed values of N (derived from input data and experimental conditions given) and normalized values of N*
Column Experimental conditions N
Column Particle size Flow Observed Normalized
dimensions (jom) rate
(mm) (ml/min)
Eclipse XDB C, 150x 4.6 3.5 1.0 17 000 22 000
Luna C; (2) 100X 4.6 3 0.8 10 500 21 850
Hypersil mos-2 Cy 100X 4.6 3 1.0 8000 12 550
Bonus-RP C,, 250X 4.6 5 1.2 10 500 10 250
LC318 C 250X 4.6 5 1.0 15 000 15 000
ODS AL C; 150X 4.6 5 1.0 8800 14 800
201TP C,, 250%3.2 5 0.6 5250 4370
LC PAH C,, 100X 4.6 3 1.0 2200 4400

*When normalizing N: column dimensions, 250X 4.6 mm: particle size, 5 pm: and flow-rate, 1 ml/min.
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Fig. 1. Changes in R_as a function of 7z, or 7. All data derived from computer simulations using the input data from each column. The
theoretical change in R_ (y axis) resulting from two values of 7., (@), 20 and 60 min (where 7'=50°C) and the change in R resulting from

two values of 7' (©), 45 and 60°C (where 7,

45 min) is shown for each column. Columns were normalized for factors that affect R_ (N and

k*: details in Section 3.2) prior to calculating R_. Mobile phase: solvent A, 70:30 (v:v) methanol, 28 mM aqueous TBAA, pH 6.5: solvent B
methanol for all but the C,, column (ethanol). Data from this column are therefore not directly comparable to the others.

median value associated with 7 on the monomeric
columns (0.320.23). Others have also demonstra-
ted that phytoplankton pigment separations on poly-
meric columns are highly sensitive to changes in 7
[9,13—16]. The average median value of changes in
R, associated with 75 for the two C,; polymeric
columns (1.37+0.42) and the six monomeric col-
umns (1.17+0.38) were more similar relative to the
differences seen with 7. While data for the C,,
column is not directly comparable to others, it was
sensitive to both changes of 7" and 7, with somewhat
greater sensitivity to 7.

These data (Fig. 1) explore separation characteris-
tics among columns independent of differences in N.
However, factors affecting separations are only
useful if peak widths are sufficiently narrow so that
adequate R_ (ideally #£1.5) is attained. Highly
efficient columns are therefore advantageous. In fact,
the relatively large changes in R_ shown for the LC
PAH C g column (Fig. 1, where N was normalized to
10 000) were in reality unattainable as peak widths
were abnormally broad during experimental con-

ditions (observed N =2200). The low efficiency seen
with this column may have resulted from an incom-
patibility with the conditions used. We show no
subsequent data for this column.

While the independent effects of 7" and 7 are of
interest, their combined effects are more important.
The resolution map of the Dryl.ab simulation soft-
ware is most useful with its visual display of the R
attainable at all possible combinations of 7, and 7, as
Dolan et al. [24] illustrated with 14 different samples
(including algal pigments).

3.3. Using computer simulations to develop
methods for pigment isolation

Our strategy for isolating pigment standards was
to isolate as many as possible from the same source
using methods which were fast and resulted in a final
product of high chromatographic and peak purity.
Here we demonstrate how we used computer simula-
tions to develop methods for isolating pigments from
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extracts of G. galatheanum and T. pseudonana
combined.

For a column to be selected for pigment isolation,
we required that it: (1) exhibit high sample capacity,
(2) low back pressure, (3) high efficiency, (4) not
excessively retain the latest cluting pigment in the
extract (B,B-car) and (5) provide exaggerated R,
(>3.0) between pigments to be isolated. The I.C 318
C,¢ stationary phase met our requirements and
computer simulations indicated that the desired R,
could be achieved between a number of the 10
pigments to be isolated from this algal mixture. The
simulation software also indicated that a shorter

column (100 mm) would fulfil our requirements and
shorten run times.

In Fig. 2A, we show the chromatogram produced
on the I.C 318 C,; column (100X4.6 mm) from the
injection of the combined extract of G. galatheanum
and 7. pseudonana. The chl ¢3 (1), hex-fuco (15),
diato (23), and the gyroxanthin diester-like (28 and
29) pigment fractions were collected free of contami-
nation from this injection. Three impure fractions,
chl c1, chl ¢2 and chlide a (5, 3, 6), but-fuco and
fuco (9, 10) and diadino plus an unknown degradant
(19+7?) were collected and subsequently purified
using other methods.

ts: 25%B **™" 50%B '°™" 100%B
| a0 !
10
(A)
23
35
15 1942
9
2829
1
. v .
0 } 15
| 1;30%B 2™ 50%8 | i t, 20%B12 30%8 1, isocratic 40%B 1
E T°: 45°C ! T°:47°C T°:54°C |
i l [ T — j
(B) 3 (C) 9 5 (D) 19
§ 10 .
6 {
0 o 15 0 14 0 10

Retention time (minutes)

Tig. 2. Chromatograms from methods developed with the simulation software for the isolation of pigment standards from 7. pseudonana
and G. galatheanum. Peaks 1, 15, 23, 28 and 29 (identities in Table 1) were collected as pure fractions from the initial injection (A). Impure
fractions were collected and subsequently purified on other methods (B—D). Mobile phase: solvent A, 70:30 (v:v) methanol. 28 mM aqueous
TBAA, pH 6.5: solvent B, methanol. For the segmented gradient in (A) 50%B is reached at 4.5 min and 100%B at 10 min. Flow was
individually adjusted to shorten run time. Columns used (details in Table 3): (A) LC 318 C 4, 100X4.6 mm; (B) C,: (C.D) 201TP C,,.

Inject volume 900 pl (sample premixed with buffer before injection).
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For final purification of the three impure fractions,
we developed methods using polymeric columns
capable of achieving exaggerated R, in short analysis
times (Fig. 2B-D). The chl ¢l (5) and chl ¢2 (3)
fractions were each collected free of contamination
from chlide a (6) with a method using the C,,
column (Fig. 2B). We used the 201TP C,4 column
for isolating but-fuco (9) from fuco (10) (Fig. 2C)
and diadino (19) free of contamination by the
unknown pigment (Fig. 2D). After isolation, we
transferred the pigments from the mobile phase in
which they had been collected to the solvent required
for use with the corresponding extinction coefficient.
Chl ¢l and ¢2 were transferred to acetone using
solid-phase extraction [35]. The other pigments were
transferred to ethanol by individually injecting each
onto the C,, column with cthanol as the isocratic
mobile phase and then collecting the pigment as it
cluted from the column. We varied values of 7 to
optimize the retention of each pigment such that the
peak to be isolated was sufficiently removed from
the injection peak and the run time was not exces-
sively long.

Finally, the isolated standards were checked for
chromatographic purity on cach of two analytical
methods using different columns (methods not
shown). Chromatographic purity was >95% in all
cases. Peak purity was also demonstrated by compar-
ing the absorbance spectra on the peak upslope, apex
and downslope attained from the HPLC in-line
photo-diode array detector.

3.4. Optimizing pigment separations through
changes to column temperature and gradient time

We used computer simulations to identify chro-
matographic conditions capable of resolving the
greatest number of very important pigments in our
test mixture. Some pigments in this mixture provide
more meaningful information than others with regard
to algal class diversity and abundance so we ranked
them by their degree of importance as we anticipated
that not all could be resolved in one analysis.
Fourteen pigments classified as very important to
resolve (those marked with ** Table 1) and 13
pigments considered less important to resolve (those
marked with *, Table 1) were included in the test
mixture. Pigments with no such notation (Table 1)

and in our test mixture (peak codes 8, 32—-34, 40 and
41, Table 1) were considered as interference peaks
only. We sought fast methods, rejected analysis times
greater than 60 min as impractical even if the longer
analysis times improved separations and avoided
segmented gradients in favor of simple linear gra-
dients. We emphasize that the values of 7" and ¢
available for use were constrained by the conditions
used while collecting input data and are not neces-
sarily optimal for all pigment pairs.

Analyses were conducted on each of eight col-
umns using the chromatographic conditions iden-
tified in Drylab. The resulting chromatograms and
conditions used are illustrated (Figs. 3-6). No
column was able to resolve all pigments (R,=1.0) in
the same analysis. The co-cluting pigments seen with
cach method are summarized (Table 5).

Only the C,, column was capable of separating all
pigments (with ¥ or *, Table 1) in our test mixture,
albeit not in one run (Fig. 3A,B). With simple
manipulations to 7, and 7, this column resolved all
chlorophylls (Fig. 3A) and all carotenoids and
xanthophylls (Fig. 3B). We used a segmented gra-
dient in Fig. 3B simply to shorten run time. The
other polymeric column, the 201TP C,g, achieved
separation between the maximum number of carot-
enoids at 60°C. Others have shown that at sub-
ambient [9,14,16] and ambient [13] temperatures,
this column can resolve the chlorophyll pigments not
resolved here.

The co-clution of some pigment pairs was related
to the aliphatic chain length of the stationary phase.
For example, the separation of monovinyl chl species
(chl ¢1 and chl a) from their divinyl counterparts (chl
c2 and DV chl @) was achieved easily on the C,, and
C; columns but not on others (DV chl b and chl b
were resolved only on the C,, column). 3,e-car and
B,B-car were resolved on all but the C; columns.
The co-elution of these carotene pigments is of little
importance in describing algal class diversity in
natural samples; however, the identification of DV
chl ¢ in a natural sample uniquely indicates the
presence of prochlorophytes and therefore this sepa-
ration is very important in the analysis of oceanic
samples.

The co-elution of other pigments did not seem to
correlate with stationary phase aliphatic chain length.
The Hypersil Cg and the LC 318 C,; (Fig. 4A,B) did
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Fig. 3. Separations of pigments in a test mixture from methods developed with the simulation software for use with two polymeric columns.
Separations were developed for the C,; column to separate all chlorophylls (Fig. 3A) and to separate all carotenoids and xanthophylls (Fig.
3B). The separation shown in Fig. 3C was developed for the 201TP C,; column to separate the maximum number of very important
pigments in the shortest analysis time. Experimental conditions: mobile phase-solvent A, 70:30 (v:v) methanol, 28 mM aqueous TBAA, pH
6.5; solvent B, methanol (except (A,B) when it was ethanol); column details in Table 3: peak identities in Table 1.

not resolve neo, pras, and viola (11, 13, 14).
Resolution between lut and zea (26, 25) was the
most limiting (R, =0.6) with the Bonus-RP C,, and
the ODS-AL C, (Fig. 5A,B); somewhat limiting (R
1.0=1.2) on the other C; columns (Figs. 3C and
4B) and the C,, column (Fig. 3B); and the best
(R,=1.5) with the C; columns (Figs. 4A, 6A and
6B). Resolution between lut and zea was easily
improved on the two polymeric columns (the Cj,
and the 201TP C, ;) with changes to 7" at the expense
of decreases in R_ between other pigments. With the
ODS-AL C,g, trends seen on the resolution map (not
shown) for this column hinted that temperatures
<40°C (not available for use with simulations) may
have been advantageous for resolving lut from zea.

Thus, it is unfortunate that we had not evaluated this
column at near-ambient temperatures. The Luna Cg
and the Eclipse XDB (g columns provided sepa-
rations of the maximum number of very important
pigments in one analysis (Fig. 6A,B and Table 5).

3.5. Accuracy of computer simulations

We found, as have others [33,36], the computer
simulations to be highly accurate when comparing
observed data with predicted data. Ghrist et al. [37]
found that prediction accuracy was best when input
data and modeled data were collected close together
in time. We observed an average deviation between
predicted and observed f; values of 0.06 and 0.18
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Fig. 3. Separations of pigments in a test mixture from methods developed with the simulation software for use with two polymeric columns.
Separations were developed for the C,; column to separate all chlorophylls (Fig. 3A) and to separate all carotenoids and xanthophylls (Fig.
3B). The separation shown in Fig. 3C was developed for the 201TP C,; column to separate the maximum number of very important
pigments in the shortest analysis time. Experimental conditions: mobile phase-solvent A, 70:30 (v:v) methanol, 28 mM aqueous TBAA, pH

6.5: solvent B, methanol (except (A.B) when it was ethanol): column details in Table 3

not resolve neo, pras, and viola (11, 13, 14).
Resolution between lut and zea (26, 25) was the
most limiting (R, =0.6) with the Bonus-RP C,, and
the ODS-AL C 4 (Fig. 5A,B); somewhat limiting (R
1.0=1.2) on the other C,; columns (Figs. 3C and
4B) and the C,, column (Fig. 3B); and the best
(R,=1.5) with the Cg columns (Figs. 4A, 6A and
6B). Resolution between lut and zea was easily
improved on the two polymeric columns (the Cj,,
and the 201TP C ;) with changes to 7 at the expense
of decreases in R_ between other pigments. With the
ODS-AL C g, trends seen on the resolution map (not
shown) for this column hinted that temperatures
<40°C (not available for use with simulations) may
have been advantageous for resolving lut from zea.

: peak identities in Table 1.

Thus, it is unfortunate that we had not evaluated this
column at near-ambient temperatures. The Luna Cj
and the Eclipse XDB C; columns provided sepa-
rations of the maximum number of very important
pigments in one analysis (Fig. 6A,B and Table 5).

3.5. Accuracy of computer simulations

We found, as have others [33,36], the computer
simulations to be highly accurate when comparing
observed data with predicted data. Ghrist et al. [37]
found that prediction accuracy was best when input
data and modeled data were collected close together
in time. We observed an average deviation between
predicted and observed 7 values of 0.06 and 0.18
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Fig. 6. Separation of pigments in the test mixture on two columns that, relative to the columns in Fig. 3, 4 and 5 separated the most
pigments in one run. Methods were developed for the (A) Luna C; and (B) the Eclipse XDB Cy columns for the purpose of separating the
maximum number of very important pigments in the shortest analysis time (experimental details in Fig. 3 legend).

min (using all pigments but chl ¢3) when input data eluting chlorophylls were excluded from the average,
and experimental data were collected either within 2 the deviation dropped by 50% in both cases. Injector
days or up to 21 days, respectively. When all early programming and large injection volumes (especially
Table 5
Pigments in the column test mixture that co-eluted, as shown in Figs. 3-6 (columns and conditions therein described)®
Co-eluting pigments (pigment codes) Columns featured in Figs. 3 through 6
Fig. 3A Fig. 3B Fig. 3C Fig. 4A Fig. 4B Fig. SA Fig. 5B Fig. 6A Fig. 6B
Cis C 201TP Hypersil LC318 Bonus-RP ODS-AL Luna XDB
CIS Ca CIB CH C:x CS CB
Chl ¢2, Mg DVP, chl ¢l (3, 4, 5) X X X X
Chl ¢2, Mg DVP (3, 4) X X X X X X X
Neo, pras, viola (11, 13, 14) X X
Hex-fuco, asta (15, 16) X
Asta, diadino (16, 19) X
Allo, diato, lut (22, 23, 26) X
Zea, Lut (25, 26) X X
Cantha, gyroxanthin-like (27, 28) X X
Gyroxanthin-like, chl b (29, 31) X
Gyroxanthin-like, DV chl b, chl b (29, 30, 31) X X
Chl b, DV chl b (30, 31) X X X X X X X X
DV chl a, chl a (38, 39) z 2 X X X
B.e-car, B.B-car (42, 43) X x X
No. of very important pigments resolved 10 11 10 10 8 9 9 12 13

“ Co-elution of interference peaks (8, 32-34, 40 and 41) are not indicated here as they were resolved from important pigments (except for
occasional co-clution of DV chl @’ with chl a). Pigments are considered unresolved when R_<1.0. Pigment codes and their relative
importance are shown in Table 1.

100



44 L. Van Heukelem, C.S. Thomas /| J. Chromatogr. A 910 (2001) 31—-49

when injection solvent is different from the initial
mobile phase) create a micro-environment at the
head of the column, which has the potential to alter
ty values and peak widths of ecarly cluting com-
pounds, independent of effects resulting from the
mobile phase gradient and 7. In fact, the simulation
software often flagged carly cluting chlorophylls as
exhibiting abnormal chromatographic behavior.

3.6. A new method for the analysis of
phytoplankton pigments in natural samples

We selected the method developed for the Eclipse
XDB Cy column for further testing for suitability in
the routine quantitative analysis of phytoplankton
pigments in natural samples. We chose this method
because it provided the fastest analysis time, highest
efficiency, maximum number of pigments resolved
in one analysis and low solvent use relative to other
methods tested. We identified the elution position of
additional pigments, evaluated features important to
quantitative analysis and demonstrated transferabili-
ty.

As one is never certain what pigments may be
present in natural samples, we analyzed extracts of
additional algal monocultures (Fig. 7) containing
pigments not in our test mixture to increase the
library of pigments whose 7 values were docu-
mented by this method. We note several pigments
that we could not identify (peak 18 and those listed
with letters above the peaks, Fig. 7 and Table 1) but
had the potential for co-elution with important
pigments. For example, a pigment (18) with myxo-
like spectra (Fig. 7E) co-eluted with diadino. Fur-
thermore, extracts of C. polylepsis, E. huxleyi and I.
galbana were analyzed on the XDB C; column and
then again on the C,;, column to examine the elution
position of certain pigments. Data from the C,,
column (not shown) enabled us to see that in 1.
galbana there were two additional pigments un-
known to us (k and L. in Fig. 7L and Table 1)
imbedded in phytyl-chl ¢ (37). Also, in C. polylepsis
there were two pigments of identical spectra (m in
Fig. 71 and Table 1) eluting as a shoulder on the
front of chl a (39). Phytyl-chl ¢ (37) from E. huxleyi
(Fig. 7K) and I. galbana (Fig. 7L) each contained
two identical fractions when analyzed on the Cj,
column.

Some additional pigments which we could identify
co-cluted with others already identified. These in-
clude 4k-hex-fuco (12) shown in Fig. 7K (separated
in [20]) that co-eluted with neo; phytyl-chl ¢ (37)
shown in Fig. 7K,I. that co-eluted with chl @ allom 2
(36) shown in Fig. 9A; and chlide a (6) shown in
Fig. 7A, F and H that co-cluted with chl cl. As the
quantitation of chlide a is important when reporting
equivalent total chl ¢ values, we suggest quantitation
of chlide @ (in the presence of chl ¢1) by using a
dichromatic equation as in Latasa et al. [38] based on
simultancous monitoring of two different wave-
lengths (665 and 450 nm). (Note: we have sub-
sequently determined that chlide a and chl ¢1 can be
separated by increasing the molarity of TBAA.)

We evaluated factors important to quantitative
analysis including such things as peak area and 7,
reproducibility and minimum detection limits (MDL)
[29]. We used data from seven replicate injections of
a mixed standard containing 17 pigments ranging in
concentration from 1.5 to 5.6 ng/injection (S/N
varied from 20 to 70) for this evaluation. Peak arca
and 7 reproducibility averaged 0.75 %RSD and 0.04
%RSD, respectively. The average MDL of all 17
pigments evaluated was 0.06-0.03 ng per injection.
Additionally we tested 14 chl a calibration curves on
six different XDB C; columns and found the mean
slope to be 3.436+0.046 (1.325 %RSD). Linear
dynamic range was observed from 0.5 to >700 ng of
pigment per injection (where 0.5 ng chl a=S/N of
10 at 665+ 10 nm). We demonstrate the suitability of
this method for the analysis of dilute oceanic sam-
ples where total chl @ abundance (DV chl a plus chl
a) was 0.08 pg/l of seawater (Fig. 8).

We successfully transferred this method to a
different HPLC (Beckman Gold) and laboratory
(data courtesy of Ivy Collins and Alan Lewitus,
University of South Carolina, Charleston, SC). We
also tested the transfer to an HPLC with a high dwell
volume by imposing an isocratic hold on initial
conditions on our existing HPLC such that it
mimicked an HPLC with a 10 ml dwell volume. This
simulation also yielded results which were compar-
able to the original HPLC (Fig. 9).

Initial attempts to transfer this method to the
Beckman Gold HPLC were unsatisfactory, as R,
between several peaks was poor. The column heater
used with the Beckman Gold HPLC was a stand-
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Fig. 7. Chromatograms of algal monocultures from various algal classes analyzed on the Eclipse XDB C; column showing the elution
position of additional pigments not previously shown with the same method (Fig. 6B). Column details in Table 3; peak identities in Table 1.
All cultures except Gyrodinium galatheanum (D), which was grown at Horn Point Laboratory, were from the Provasoli-Guillard Culture
Collection (CCMP). Canthaxanthin (27) was added as an internal standard to all cultures except those depicted in Fig. 7D and K. Data
courtesy of Ajit Subramaniam (Department of Meteorology, UMD, College Park. MD, USA) and Robert Vaillancourt and Robert Guillard
(Bigelow Laboratory for Ocean Science, West Boothbay Harbor, ME, USA).
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Fig. 8. Dilute natural sample analyzed on the Eclipse XDB C; column. DV chl a (38) is approximately 2 ng per injection and chl a (39) 6
ng per injection Column details in Table 3; pigment identities in Table 1. The sample was collected at 37°29.41'N, 73°23.00'W, which is
250 km ENE of the mouth of Chesapeake Bay (data courtesy of Lawrence Harding, Jr., Horn Point Laboratory, UMCES, Cambridge, MD,
USA). Analyses using this method are also shown in Figs. 6B and 7.

alone unit which suspended the column in air inside.
The solvent inlet line was not preheated and 7" was
monitored by a glass mercury thermometer inserted
into the column heater box.

Wolcott et al. [39] noted several reasons for the
ineffective transfer of methods between instruments
when elevated column temperatures (>40°C) are
used. Of these reasons, the most likely to have
adversely affected our ability to initially transfer this
method to the Beckman HPLC were column ther-
mostat inaccuracy and lack of mobile phase preheat-
ing prior to the column inlet (the latter of which
causes temperature gradients within the column and
a column 7 lower than expected). Column per-

formance equivalent to that seen with our HP HPLC
was achieved by increasing the column heater set-
point from 60 to 61.5°C and by inserting a piece of
stainless steel tubing (100 cm long X0.007" 1D.)
between the injector and the column with approxi-
mately 82 cm coiled within the column heating box
so that the mobile phase was pre-heated to the
column 7.

4. Conclusions

The present study shows that method development
software (DryLab) can be used to identify methods
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Fig. 9. Chromatograms showing transferability of the method developed for the Eclipse XDB Cg column. Column details in Table 3: peak

identities in Table 1. Some pigments were present in (A) but not in (B.C). (A) HP 1100 HPLC, dwell vol

3 ml: (B) HP 1100 HPLC, dwell

vol=10 ml (simulated):; (C) Beckman Gold HPLC, dwell vol=2.2 ml. Mobile phase: solvent A, 70:30 (v:v) methanol, 28 mM aqueous
TBAA, pH 6.5; solvent B, methanol. ¥ =1.1 ml/min. 7 (A,B)=60°C; T (C)=61.5°C. Gradient conditions in (A.C): linear gradient of
5-95% B in 22 min followed by an isocratic hold for 7 min and return to initial conditions in 2 min; in (B), initial conditions (5% solvent
B) were held isocratically for 6.4 min to simulate a 10 ml dwell volume before starting the gradient. Methods in (A.B) used an injector
program; in (C) the sample was premixed with buffer (50:50) and manually injected (200 pl).
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useful for the isolation and analysis of phytoplankton
pigments on columns varying greatly in stationary
phase physical characteristics and that changes to
column 7 and ¢, alone effectively enhance sepa-
rations. It is unlikely, however, that the separations
we identified are the best attainable for each column
as we did not explore the use of other mobile phases
and, as we limited our choice of 7' to what is
conveniently attained with most column heating
devices, we did not evaluate the effects of ambient or
sub-ambient 7" on these columns.

Changes in R, seen with adjustments to 7" were
profound on the polymeric columns (relative to the
monomeric columns) where changes of 7 as little as
5°C caused otherwise well-resolved peaks to co-
clute. The modeling software was especially useful
with the polymeric columns, as many pigments pairs
were greatly affected by changes in 7 and optimal
conditions were confined to a fairly narrow range of
T and t; in many cases. This sensitivity to 7' is
advantageous when collecting pigments to be iso-
lated as standards (where exaggerated R is required
between selected pigments), or when attempting to
gain information about peaks that are unresolved on
the primary method used (as we did with pigments
found in the extracts of I. galbana, E. huxleyi and C.
polylepsis analyzed first on our primary method with
the XDB Cg column and secondly on the C,;
column). Extreme sensitivity to 7" can be disadvan-
tageous, however, when attempting to reproduce
methods between instruments, as inaccuracies in
column thermostatting devices can result in unex-
pected changes to a. Strict adherence to the guide-
lines set forth by Wolcott et al. [39] is mandatory for
success in transferring methods when using elevated
column 7. We do not advise using polymeric col-
umns without controlling 7.

We found that a two-step procedure for the
isolation of pigments for use as standards from a
complex matrix was very time efficient and produced
products of high quality. A highly efficient mono-
meric column with low back-pressure and high
sample capacity (such as the Supelcosil LC 318 C,;
column) was useful for the isolation of crudely
purified fractions when pigments of interest co-
eluted, or for the isolation of well-resolved pigments.
Partially purified fractions were subsequently re-in-
jected and the constituent pigments isolated as pure

fractions from columns (primarily polymeric ones)
with selectivities that differed from the L.C 318 C,;
column. We isolated 20 different pigments using
methods based on these principles.

From our survey of columns (Figs. 3-6), we
found the XDB C; column combined high efficiency
(important to good detectability) and desirable a. We
regret that the additional pigments identified from the
analysis of culture extracts (Fig. 7) were not in-
cluded in the input data from which our 7" and 7
conditions were derived, as we were unable to
determine if other conditions would have been more
optimal for resolving the pigment pairs observed to
co-clute (Table 1) with conditions used. The method
described for this column is well suited to the
analysis of pigments in dilute or highly concentrated
natural samples as the method has excellent detec-
tability and the lincar dynamic range extends to the
point of detector saturation. The analysis time is
convenient (27 min for clution of the most retained
pigment). The method uses a simple mobile phase
(composed primarily of an inexpensive organic sol-
vent, methanol) and a linear gradient (which contri-
butes to baseline stability). Because the peak shape,
and therefore R, of early eluting chlorophylls is
affected by injection conditions and injector capa-
bilities, analysts may need to individualize injector
programs, ratios of solvent to buffer and injection
volumes to achieve similar results for these pig-
ments. This method has been used extensively in our
laboratory for the analysis of natural samples and has
exhibited excellent column to column reproducibility
with regard to a, R, and response factor stability.
This method was recently evaluated in an inter-
calibration exercise [40] and compared favorably
with other methods tested.
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ANEXO B

PRUEBA DE VALORES ATIPICOS

107



PRUEBA DE VALORES ATIPICOS DE LOS VALORES DE PRECISION
INTERMEDIA DEL METODO ANALITICO

Valores obtenidos de la cantidad de All-trans-B-caroteno en pg/mL de la muestra por el
Analista “A” en 6 diferentes dias

A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6
Réplica 1 19,082 19,023 18,767 19,155 19,623 19,208
Réplica 2 19,276 19,351 18,979 19,481 19,858 19,195
Réplica 3 19,496 19,650 19,256 19,777 20,135 19,201
Réplica 4 19,617 19,854 19,606 19,997 20,374 19,363
Promedio 19,368 19,470 19,152 19,603 19,998 19,242

Valores h y k de la prueba de consistencia de Mandel

ha1 ha-2 has ha-4 has has
Nexp -0.34 -0,01 -1,05 0,43 1,73 -0,76
Reritico(0=0,05) 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66

Ka-1 Ka-2 ka3 Ka-4 Kas Kas
Kexp 0,77 1,18 1,18 1,19 1,06 0,26
Keritico(0=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54
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Gréfico de consistencia h de Mandel
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El valor de has no supera la prueba y se le considera un valor atipico, se vuelve a repetir la
prueba sin dicho valor.

Valores obtenidos de la cantidad de All-trans-p-caroteno en pg/mL de la muestra por el
Analista “A” exceptuando el valor de has
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A-1 A-2 A-3 A-4 A-6
Réplica 1 19,082 19,023 18,767 19,155 19,208
Réplica 2 19,276 19,351 18,979 19,481 19,195
Réplica 3 19,496 19,650 19,256 19,777 19,201
Réplica 4 19,617 19,854 19,606 19,997 19,363
Promedio 19,368 19,470 19,152 19,603 19,242

Valores h y k de la prueba de consistencia de Mandel exceptuando el valor de ha-s

ha-1 ha- has ha-4 has
Nexp 0.001 0.57 -1.20 1.32 -0.70
Reritico(0=0,05) 1.57 1.57 1.57 1.57 1.57
Ka-1 Ka-2 ka-s Ka- Ka-s
Kexp 0.78 1.20 1.20 1.21 0.27
Keritico(0=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54
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Estadistico k de Mandel

1.70

Gréfico de consistencia k de Mandel
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-0.10
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Analista - Dias

Se observa que esta vez si se supera la prueba de consistencia k y h de Mandel.

Valores obtenidos de la cantidad de All-trans-B-caroteno en pg/mL de la muestra por el
Analista “L” en 6 diferentes dias

L-1 L-2 L-3 L-4 L-5 L-6
Réplica 1 18,566 19,078 18,928 19,233 19,404 19,136
Réplica 2 18,826 19,132 19,055 19,286 19,608 18,891
Réplica 3 18,722 19,113 19,164 19,307 19,615 19,043
Reéplica 4 18,990 19,078 19,223 19,340 19,428 19,151
Promedio 18,776 19,101 19,093 19,292 19,627 19,056

Valores h y k de la prueba de consistencia de Mandel

hL1 hi-2 hi-3 N4 hi-s hi-6

Nexp -1,44 -0,14 -0,27 0,63 1,53 -0,32

Reritico(0=0,05) 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66

ki1 Ki-2 Ki-s Ki-a Kis ki

Kexp 1,62 0,24 0,94 0,41 1,03 1,09

Keritico(0=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54

El valor de kg1 no supera la prueba y se le considera un valor atipico, se vuelve a repetir la
prueba sin dicho valor.
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Gréfico de consistencia h de Mandel
2.00

1.50
g 1.00
S
= 050 l
[5)
o]
< 0.00 p—
8 L-2 ! L-4 L-5 -
B -0.50
5
(3o
» -1.00
Ll

-1.50

-2.00 _ )

Analista - Dias
Gréfico de consistencia k de Mandel
1.80

1.60

1.40
1.20

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20 . I
0.00
L-1 L-2 L-3 L-4 L-5 L-6

Analista - Dias

Estadistico k de Mandel

El valor de ki1 no supera la prueba y se le considera un valor atipico, se vuelve a repetir la
prueba sin dicho valor.
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L-2 L-3 L-4 L-5 L-6
Réplica 1 19,078 18,928 19,233 19,404 19,136
Réplica 2 19,132 19,055 19,286 19,608 18,891
Réplica 3 19,113 19,164 19,307 19,615 19,043
Réplica 4 19,078 19,223 19,340 19,428 19,151
Promedio 19,101 19,093 19,292 19,627 19,056
Valores h y k de la prueba de consistencia de Mandel
hL2 his hi-4 his his
Nexp -0.53 -0.70 0,44 1,56 -0,76
Reritico(0=0,05) 1.57 1.57 1,57 1,57 1,57
kL2 kL3 kL4 kis ki
Kexp 0.30 1,15 0,50 1,26 1,33
Keritico(0=0,05) 1.54 1,54 1,54 1,54 1,54
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Grafico de consistencia k de Mandel
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Se observa que esta vez si se supera la prueba de consistencia k y h de Mandel.
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ANEXO C

CROMATOGRAMAS TIPICOS DE LA VALIDACION
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Cromatograma tipico de la prueba de linealidad del estandar certificado a concentraciones al 50, 100, 150, 200, 250, y 300%
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ANEXO D

CERTIFICADOS DE ANALISIS Y CALIBRACION
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Certificado de analisis del estandar All-trans-B-caroteno




Certificado de andlisis del estandar interno trans-B-apo-8'-carotenal




Certificado de calibracion de la balanza analitica Sartorius de 5 decimales
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Certificado de calibracion de las pesas patrones clase E2




ANEXO E

FOTOGRAFIAS
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Muestra de microalga Arthrospira platensis Extracto de la muestra Acetona conteniendo el

liofilizada estandar interno

Viales ambar con filtro PTFE 0,45 um para HPLC Posicionamiento y lectura de las muestras por

HPLC-DAD
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Hitachi L-2130 Pump Setup

[~ Pressure Limit

= —— Sokvent Names
. Min  Max Pump A
Pump A0 [300 bar a:[Agua ]
B: [metanal ]
Fion c ]
’VF Tumn OFf at Shutdown o: [THF ]
Pump &
Time Flow Rate | Event | Event | Ewent
fmiri | ZAgue Smeta) ZAC | XTHF | (mLimin) | 1 z E]
oo 00 | 930 | 00 7o 1.000
172 00 | 540 | 00 | 460 1.000
192 | 00 540| 00 | 460 1000
127 | 00 330 00 | 70 | 1000
230 | 00 330 00 | 70| 1000

Pump & Solvert & 0.0%
Salvant & 55.9%
Salvant C 0.0%
Salvent O 33.4%

Flow Rate 1.000 mLimin

Evert 1.5 min

W03 (i) [:} 2 4 5 18 20 22 23

Rampa de elucién del método analitico usando el software EZChrom Elite Ver. 3.2.1
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