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RESUMEN 

 

La industria alimentaria emplea cada vez más los carotenoides por su capacidad de 

incrementar el valor nutritivo y otorgar color a los productos, en particular el β-caroteno es 

el pigmento más común en la familia de los carotenoides y es ampliamente utilizado en la 

producción de golosinas, helados, lácteos, 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-

β-caroteno validando una metodología propuesto por Van Heukelem & Thomas aplicada en 

biomasa liofilizada de la microalga Arthorspira platensis por cromatografía líquida de alta 

resolución. Así, brindar una metodología alternativa para la determinación del carotenoide 

All-trans-β-caroteno que se vienen desarrollando en  diferentes laboratorios de análisis 

químico 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 validación se desarrollaron en un Cromatógrafo líquido con detector de 

arreglo de diodos HPLC-DAD dentro de las instalaciones del Laboratorio de Análisis 

Instrumental, el carotenoide estudiado fue el All-trans-β-caroteno y se identificó comparando 

su espectro de absorción UV y tiempo de retención con un estándar certificado de All-trans-

β-caroteno obteniendo una concentración promedio de 831 µg de All-trans-β-caroteno por 

gramo de muestra.  

 

Los parámetros de validación estudiados fueron; la linealidad, donde se reportó un 

coeficiente de correlación (r) mayor a 0,995; en el estudio de repetibilidad y precisión 

intermedia valores porcentuales de desviación estándar relativa menores al 1,5% y 2,5%, un 

porcentaje de recuperación entre 90% y 105%, los límite de detección y cuantificación fueron 

1,96 µg/mL y 6,49 µg/mL respectivamente y el estudio de la robustez demostró que el 

método analítico tuvo mayor sensibilidad al cambio de la temperatura de la columna, longitud 

de onda y exposición a luz respecto al resto de factores evaluados. Además  se estimó la 

incertidumbre del método revisando diferentes fuentes bibliografías como la EURACHEM 
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y por experiencia del analista, identificando las principales fuentes de incertidumbre y sus 

respectivas contribuciones. 

 

El método ha cumplido con los criterios de aceptación propuestos según normas vigentes 

como la Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), Asociación de las 

Comunidades Analíticas (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 cuantificación del carotenoide  All-trans-β-caroteno en la microalga 

Arthorspira platensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V 

ÍNDICE 

________________________________________________________________________  

1. INTRODUCCIÓN ......................................................................................................................... 1 

2. GENERALIDADES ...................................................................................................................... 4 

2.1. Arthrospira platensis (Spirulina platensis)............................................................................. 4 

2.1.1. Introducción ..................................................................................................................... 4 

2.1.2. Descripción ....................................................................................................................... 5 

2.1.3. Composición Química ..................................................................................................... 6 

2.1.4. Obtención de biomasa microalgal .................................................................................. 7 

2.2. CAROTENOIDES ............................................................................................................... 10 

2.2.1. Definición ....................................................................................................................... 10 

2.2.2. Clasificación ................................................................................................................... 11 

2.2.3. β-Caroteno ..................................................................................................................... 13 

2.2.4. Estudios del β-Caroteno como antioxidante ............................................................... 15 

2.2.5. Determinación de β-Caroteno ...................................................................................... 15 

2.3. El β-CAROTENO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA .............................................. 18 

2.4. VALIDACIÓN DE MÉTODOS DE ENSAYO .................................................................. 19 

2.4.1. Definición ....................................................................................................................... 19 

2.4.2. Etapas de la validación de un método analítico .......................................................... 20 

2.5. TIPOS DE VALIDACIONES DE MÉTODOS DE ENSAYO ......................................... 21 

2.5.1. Validación Prospectiva ................................................................................................. 21 

2.5.2. Validación Concurrente ................................................................................................ 21 

2.5.3. Validación Retrospectiva .............................................................................................. 21 

2.5.4. Revalidación ................................................................................................................... 21 

2.6. PARÁMETROS DE LA VALIDACIÓN ........................................................................... 22 

2.6.1. Veracidad ....................................................................................................................... 22 

2.6.2. Precisión ......................................................................................................................... 23 



VI 

2.6.3. Linealidad ...................................................................................................................... 24 

2.6.4. Sensibilidad .................................................................................................................... 26 

2.6.5. Límite de Detección (LOD) ........................................................................................... 27 

2.6.6. Límite de Cuantificación (LOQ) .................................................................................. 28 

2.6.7. Selectividad .................................................................................................................... 28 

2.6.8. Robustez ......................................................................................................................... 28 

2.6.9. Incertidumbre ................................................................................................................ 30 

 3. OBJETIVOS ............................................................................................................................... 33 

3.1. OBJETIVO GENERAL ...................................................................................................... 33 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................................. 33 

4. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................................... 34 

4.1. MATERIALES ..................................................................................................................... 34 

4.1.1. Muestra .......................................................................................................................... 34 

4.1.2. Reactivos ........................................................................................................................ 34 

4.1.3. Equipo ............................................................................................................................ 34 

4.1.4. Materiales de laboratorio ............................................................................................. 35 

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL ........................................................................... 35 

4.2.1. Preparación de los estándares ...................................................................................... 35 

4.2.2. Extracción del All-trans-β-caroteno en la microalga Arthorspira platensis .............. 35 

4.2.3. Condiciones del Cromatógrafo líquido de alta resolución HPLC ............................. 36 

4.2.4. Metodología de la Validación ....................................................................................... 36 

5. RESULTADOS Y DISCUSIONES ............................................................................................ 40 

5.1. PRUEBA DE NORMALIDAD ........................................................................................... 40 

5.2 SELECTIVIDAD .................................................................................................................. 43 

    5.2.1. Interferentes en el pico del estándar interno (I.S) ...................................................... 43 

5.2.2. Identificación de los picos cromatográficos ................................................................ 44 

5.2.2. Resolución de los picos .................................................................................................. 45 



VII 

5.3. LINEALIDAD ...................................................................................................................... 49 

            Límite de detección (LOD) y Límite de cuantificación (LOQ) .................................... 52 

5.4. PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN ............................................................................. 53 

5.5. PRECISIÓN .......................................................................................................................... 54 

5.6.1 Precisión a condiciones de repetibilidad ...................................................................... 54 

5.6.2 Precisión Intermedia ...................................................................................................... 56 

5.6. ROBUSTEZ .......................................................................................................................... 59 

5.7 INCERTIDUMBRE DEL ANÁLISIS ................................................................................. 61 

5.7.1. Modelo matemático ....................................................................................................... 61 

5.7.2. Identificación de las fuentes de incertidumbre ........................................................... 62 

5.7.3. Evaluación de las fuentes de incertidumbre u(xi) ........................................................ 63 

       5.7.3.1. Incertidumbre debido al pesaje de la muestra Arthrospira platensis (m) ...... 63 

       5.7.3.2. Incertidumbre del Volumen usado (V) .............................................................. 67 

       5.7.3.3. Incertidumbre estándar de la curva de calibración (Co) ................................. 69 

       5.7.3.4. Incertidumbre de la repetibilidad ...................................................................... 70 

       5.7.3.5. Incertidumbre de la Recuperación ..................................................................... 71 

5.7.4. Evaluación de la incertidumbre estándar combinada ............................................... 72 

5.7.5. Estimación de la incertidumbre expandida Ue ........................................................... 74 

6. CONCLUSIONES ....................................................................................................................... 77 

RECOMENDACIONES ................................................................................................................. 78 

GLOSARIO ..................................................................................................................................... 79 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................................... 80 

ANEXO A: Extracción de carotenoides Método de Van Heukelem & Thomas ........................ 87 

ANEXO B: Prueba de valores atípicos ........................................................................................ 107 

ANEXO C: Cromatogramas típicos de la validación ................................................................. 115 

ANEXO D: Certificados de análisis y calibración ...................................................................... 118 

ANEXO E: Fotografías ................................................................................................................. 123 



VIII 

ÍNDICE DE FIGURAS 

________________________________________________________________________ 

Figura 2.1. Fotografías tomadas de un cultivo de Arthrospira platensis por el Banco de 

Germoplasma. ..................................................................................................................................... 5 

Figura 2.2. Cultivo de la microalga Arthrospira platensis en matraces de 1 L ................................. .7 

Figura 2.3. Cultivo intermedio y masivo de la microalga Arthrospira platensis ............................... 8 

Figura 2.4. Cosecha de la microalga Arthrospira platensis por filtración con malla de 45 µm ......... 9 

Figura 2.5. Secado de biomasa de la microalga Arthrospira platensis.. ............................................ 9 

Figura 2.6. Posible esquema para la degradación de carotenoides .................................................. 11 

Figura 2.7. Propiedad de Homocedasticidad. Distribución homocedástica (Izquierda), distribución 

heterocedástica  (Derecha) ................................................................................................................ 26 

Figura 5.1. Gráfico de probabilidad de las relaciones de Áreas usando el software Minitab 16…..41 

Figura 5.2. Comparación de cromatogramas de la muestra con estándar interno (Muestra_con_IS) y 

la  muestra sin estándar interno (Muestra_sin_IS) ............................................................................ 43 

Figura 5.3. Pico cromatográfico de la muestra con estándar interno (Muestra_con_IS) y sin 

estándar interno (Muestra_sin_IS) .................................................................................................... 44 

Figura 5.4. Espectro de absorción UV del carotenoide All-trans-β-Caroteno presente en la 

microalga Arthrospira platensis (izquierdo) y espectro de absorción UV del carotenoide all-trans-β-

caroteno presente en el estándar (derecho). ...................................................................................... 45 

Figura 5.5. Espectro de absorción UV del pico cromatográfico (1) ................................................. 46 

Figura 5.6. Cromatograma típico obtenido en las pruebas de validación y los tiempos de     

retención ............................................................................................................................................ 48 

Figura 5.7. Curva de calibración  para la determinación de la linealidad de la metodología analítica 

para la cuantificación del carotenoide  all-trans β-caroteno ............................................................. 49 

Figura 5.8. Gráfico de residuales de la curva de calibración. .......................................................... 52 

Figura 5.9. Efecto de los parámetros en el método analítico .......................................................... .60 

Figura 5.10. Fuentes de incertidumbre en la determinación del carotenoide All-trans-β-Caroteno en 

la muestra de Arthrospira platensis .................................................................................................. 62 

Figura 5.11. Contribuciones de incertidumbre del método analítico .............................................. .75 



IX 

ÍNDICE DE TABLAS 

________________________________________________________________________ 

Tabla 2.1. Composición nutricional de Arthrospira platensis  comercial en polvo .............. 6 

Tabla 2.2. Estructuras de algunos carotenoides más distribuidos en la naturaleza ............. 12 

Tabla 2.3. Estructura del β–Caroteno y sus 4 principales isómeros cis ............................... 13 

Tabla 2.4. Prueba de robustez de Youden y Steiner……………………………………….29 

Tabla 4.1. Condiciones instrumentales del sistema cromatográfico.................................... 36 

Tabla 4.2. Criterio de aceptación para el valor de Resolución ............................................ 37 

Tabla 4.3. Construcción de la curva de calibración del estándar ......................................... 38 

Tabla 4.4. Diseño factorial de Youden-Steiner …………………………………………...39 

Tabla 5.1. Valores de la relación de áreas del All-trans-β-caroteno y el estándar interno 

trans-β-Apo-8′-carotenal de las 31 réplicas de la muestra para la prueba de normalidad.... 40 

Tabla 5.2. Valores del estadístico Anderson Darling. Prueba de Normalidad. ................... 42 

Tabla 5.3. Valores típicos de tiempo de retención, resolución de los picos y ancho de pico 

obtenidos en la prueba de validación. ................................................................................... 47 

Tabla 5.4. Resultados obtenidos del ensayo de linealidad para para la cuantificación del  

carotenoide all-trans-β-caroteno. ......................................................................................... 49 

Tabla 5.5. Características de la curva de calibración para el análisis de la linealidad del 

método .................................................................................................................................. 50 

Tabla 5.6. Valores de la relación de áreas y varianzas de la prueba de homocedasticidad. 51 

Tabla 5.7. Valores de límite de detección, cuantificación y sensibilidad ............................ 52 

Tabla 5.8. Valores del porcentaje de recuperación del método analítico. ........................... 53 

Tabla 5.9. Resultados de la precisión a condiciones de repetibilidad de la respuesta del 

equipo ................................................................................................................................... 55 

Tabla 5.10. Resultados de la precisión a condiciones de repetibilidad del método analítico

 .............................................................................................................................................. 55 



X 

Tabla 5.11. Valores de precisión intermedia del método .................................................... 57 

Tabla 5.12. Valores de Varianza de repetibilidad, entre laboratorios y de precisión 

intermedia ............................................................................................................................. 58 

Tabla 5.13. Valores obtenidos según la metodología de Youden-Steiner ........................... 59 

Tabla 5.14. Resumen de los efectos por cada parámetro y su valor crítico (2𝑆) ................ 60 

Tabla 5.15. Repetibilidad del pesaje del peso patrón de 10 g ............................................. 65 

Tabla 5.16. Repetibilidad del pesaje del matraz volumétrico de 250 mL ........................... 68 

Tabla 5.17. Resultados de la curva de calibración obtenida en la prueba de validación ..... 70 

Tabla 5.18. Valores de la determinación de All-trans-β-caroteno en la microalga 

Arthrospira platensis y sus incertidumbres .......................................................................... 72 

Tabla 5.19. Coeficientes de sensibilidad de las magnitudes de entrada y su contribución . 73 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XI 

LISTA DE ABREVIATURAS 

________________________________________________________________________ 

 

AEAS                        Asociación Española de Abastecimientos de Agua y Saneamiento 

AEFI                         Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria 

AOAC                       Official Methods of Analysis  

BHT                          Butilhidroxitolueno 

BIPM                        Oficina Internacional de Pesas y Medidas)                          

COVENIN               Comisión Venezolana de Normas Industriales 

EPA                          Environmental Protection Agency  

FAO                          Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

GUM                         Guide to the expression of uncertainty in measurement 

HPLC                       Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

ICH                           International Council for Harmonisation of Technical Requirements for   

                                   Pharmaceuticals for Human Use 

INACAL                   Instituto Nacional de Calidad 

I.S                              Estándar interno 

ISO                            International Organization for Standardization  

KOH                         Hidróxido de Potasio 

MeOH                       Metanol  

NATA                        National Association of Testing Authorities 

NMKL                       Nordic Committee on Food Analysis 

OMS                           Organización mundial de la salud 

ppm                            Partes por millón (µg/mL) 

PTFE                          Politetrafluoroetileno 

THF                            Tetrahidrofurano 

TLC                            Cromatografía en capa fina



1 

 

CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

________________________________________________________________________ 

 

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 producción de 

Astaxantina como potente antioxidante de importancia en la salud humana, la microalga 

Schizochytrium sp. para la producción de ácido docosahexaenoico (DHA) perteneciente al 

Omega-3 de gran importancia para la formación 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 año 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 año 1970 algunos estudios realizados sobre el cultivo de microalgas se llevaron a cabo 

en los países con vías de desarrollo, varios proyectos en Perú, Tailandia e India fueron 

apoyados por la Agencia Alemana de Cooperación Técnica (GTZ), donde el objetivo de los 

estudios eran la producción 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 producción de Spirulina por su alto contenido de β-caroteno 

(Provitamina A) y proteínas para ayudar a combatir la desnutrición en las personas que viven 

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

 

La Arthrospira platensis se desarrolla en forma natural en diferentes lugares, siendo sus 

principales localizaciones en lagos de África (Kenia, Etiopía, Egipto, Sudán, Argelia, Congo, 

Zaire y Zambia). Se encuentra además en Asia tropical y subtropical (India, Myanmar, 
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Pakistán, Sri Lanka, China, Tailandia y Rusia), en América (Perú, Uruguay, California) y en 

Europa (España, Francia, Hungría y Azerbaiján) (Ramirez Moreno & Olvera Ramirez, 2006). 

 

Actualmente, esta microalga rica en compuestos bioactivos está siendo utilizada en todo el 

mundo como suplemento alimenticio y vitamínico debido a su alto contenido de carotenoides 

(β-caroteno) y  por sus aspectos farmacéuticos debido a sus propiedades antioxidantes para 

ayudar a tratar numerosas enfermedades del corazón, cáncer, etc.  

  

El β-caroteno es un constituyente común en la Spirulina platensis presentando una 

concentración promedio del 1% (w/w), este compuesto incrementa la respuesta inmune en 

seres humanos y animales, además es convertido en vitamina A (Retinol) en el cuerpo 

humano, por lo que se conoce como Provitamina A. El consumo de β-caroteno es importante 

para la salud debido a que disminuye el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, 

protege la piel, fortalece el sistema inmunológico, protege la vista, previene la diabetes, etc. 

La protección contra el cáncer 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 β-caroteno (Provitamina A) se han desarrollado diversas 

técnicas, entre ellas la espectrofotometría UV y cromatografía líquida de alta resolución 

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 más sofisticados 

como técnicas acopladas a espectrometría de masas tales como cromatografía de líquidos-

espectrometría 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 metodología alternativa que permite determinar el 

contenido de pigmentos, entre ellos el β-caroteno en muestras biológicas, este método 

presenta una serie de ventajas en las que destacan: menor toxicidad, fácil adaptamiento de 

análisis  y menor costo, a comparación de otros métodos convencionales que utilizan 

solventes de extracción de mayor toxicidad como diclorometano, cloroformo, éter de 
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petróleo y requieren de largos tiempos de corrida con fases móviles de diferentes valores de 

pH que deterioran la columna cromatográfica.  

 

De acuerdo a normas vigentes, las metodologías no normalizadas deben ser validadas 

(Resolución Nº 0008-2003/INDECOPI-CRT), por ello, la Asociación Española de 

Farmacéuticos de la industria (AEFI), Asociación de las Comunidades Analíticas (AOAC 

Internacional), Eurachem, el Codex Alimentarius, Farmacopea de los Estados Unidos de 

América (USP), ISO y otros organismos internacionales, recomiendan la validación del 

método analítico evaluando los parámetros de desempeño como: veracidad, precisión, 

especificidad, linealidad, límite de detección, límite de cuantificación, 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 cuantificación del carotenoide All-

trans-β-caroteno en la microalga Arthrospira platensis, y permitir determinar que bajo 

condiciones de laboratorio el método cumple con los criterios de aceptación propuestos; 

prosiguiendo con las investigaciones relacionadas al estudio de biocompuestos en diferentes 

microalgas. 
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CAPÍTULO 2: GENERALIDADES 

________________________________________________________________________ 

2.1. Arthrospira platensis (Spirulina platensis) 

2.1.1. Introducción: 

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 sódico 

(NaHCO3) o carbonato sódico (Na2CO3) y otros minerales, estos lagos se encuentran en todos 

los continentes incluyendo la Antártida, por ejemplo en América del Sur, crece en la laguna 

Orovilca, laguna Huacachina (Perú),  lago Texcoco Cráter (México) y otros (Giraldo Vicente, 

2004). 

 

La Arthrospira platensis se cultiva en diferentes medios líquidos y sólidos llamados medios 

de cultivo, tales como: Negrita medio basal, BG11, Zarrouk, y modificado Zarrouk. La 

Arthrospira platensis está influenciada por las condiciones de cultivo, tales como: 

concentración de nitrógeno, la intensidad de la luz, presencia de contaminantes, la 

temperatura, la presencia de iones de bicarbonato, la concentración de fosfato y la 

concentración 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 últimos años, la Arthrospira platensis es rica 

en nutrientes importantes, tales como proteínas (50-70%), vitaminas, minerales, 

carbohidratos y ácidos grasos esenciales como el ácido gamma linolénico (El-Shouny, El-

Fatah, El-Fatah Abomohra, & Abo-Eleneen, 2015). 
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La vitamina B12 y el contenido de β-caroteno en la Arthrospira platensis es mayor que en 

cualquier otra planta en nuestro planeta; además la microalga compensa la deficiencia de 

vitaminas y minerales, promueve la fuerza, resistencia, y eleva la concentración de oxígeno 

en la sangre (USA GMP, 2016). 

 

Además de su importancia nutricional, tiene aspectos de importancia medicinal debido a su 

eficacia en la reducción de la hiperlipidemia, la diabetes, la hipertensión arterial, y también 

se ha demostrado que posee efectos anti-virales y anti-cáncer  (El-Shouny, El-Fatah, El-Fatah 

Abomohra, & Abo-Eleneen, 2015). 

 

2.1.2. Descripción: 

La Cyanophyta o algas azul-verdes incluyen a las plantas más primitivas, al igual que las 

bacterias tienen una organización procariota y carecen de cromatóforos como lo tienen otras 

algas o plantas superiores. Su coloración azul-verde predominante se debe principalmente a 

la clorofila a y a pigmentos como el β-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 milímetros (Earthrise Nutritional, 2016), bajo el microscopio aparece como 

filamentos verdosos de células cilíndricas dispuestas en filas helicoidales y deslizándose 

sobre su axil (Buttori & Di Ruscio, 2009). 

 

     Figura 2.1. Fotografías tomadas de un cultivo de Arthrospira platensis por el Banco de Germoplasma  
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2.1.3. Composición Química: 

La composición química de las microalgas varían en magnitud de acuerdo a las condiciones 

de crecimiento como la temperatura, pH, la disponibilidad de nutrientes, etc (Giraldo 

Vicente, 2004). 

La composición química de la microalga Arthrospira platensis se resume en la Tabla 2.1. 

 

Tabla 2.1. Composición nutricional de Arthrospira platensis  comercial en 

polvo (Falquet, 2012) 

COMPOSICIÓN 
CONTENIDO 

(por g de peso seco) 

Carbohidratos 15 –25% 

Proteínas 50 –70% 

Lípidos 5,6 –7% 

Ácidos nucleicos 4,2 –6% 

VITAMINAS 

β-caroteno  700 –1700 µg 

Vitamina E 50 – 190 µg 

Vitamina B1(Thiamina) 34 – 50 µg 

Vitamina B2 30 – 46 µg 

Vitamina B6 (Piridoxina) 5 – 8 µg 

Vitamina B12 1,5 – 2 µg 

MINERALES 

Calcio 1300 – 1400 µg 

Fósforo 6700 – 9000 µg 

Hierro 580 – 1800 µg 

Magnesio 2000 – 2900 µg 

Potasio 6400 – 15400 µg 

Sodio 4500 µg 
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2.1.4. Obtención 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 iluminación). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

2.1.4.2. Cosecha de microalgas. Culminando los días de cultivo se realiza la cosecha 

microalgal (acumulación de biomasa mediante la técnica de filtración), el cual es realizado 

con la ayuda de un tamiz de 45 µm. 
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Figura 2.4. Cosecha de la microalga Arthrospira platensis por filtración con 

malla de 45 µm. 

 

2.1.4.3. Secado de biomasa microalgal. El proceso de secado se puede realizar de diferentes 

métodos, pero para asegurar que la composición de la biomasa no se altere se prefiere 

liofilizar la biomasa húmeda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 4ºC. 
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2.2. CAROTENOIDES 

2.2.1. Definición: 

Los carotenoides son compuestos activos biológicamente, clasificados como nutrientes con 

diversas aplicaciones terapéuticas. Poseen propiedades antioxidantes y anticancerígenos 

(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 

átomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-geranil-

pirofosfato, en su mayoría son solubles en solventes apolares y de coloraciones que oscilan 

entre el amarillo (β-caroteno) y el rojo (licopeno) (Martínez Martínez, 2003).  

 

Se han identificado más de 600 pigmentos naturales liposolubles que han atraído 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 β-caroteno considerado como el 

carotenoide más 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 oxígeno, provitamina A, transferencia de energía en el 

proceso de fotosíntesis, entre otros. 

 

Los carotenoides son compuestos sensibles a la luz, el calor, condiciones de pH y es propenso 

a la isomerización y oxidación, debido al gran número de dobles enlaces que posee su 

estructura, esto resulta en alguna manera la pérdida de color. (Yeverino Gutierrez, 1997) 

La degradación oxidativa, es la principal causa de grandes pérdidas de carotenoides, depende 

de la disponibilidad de oxígeno y es estimulado por la luz, enzimas, metales, y co-oxidación 

con hidroperóxidos lipídicos (Rodriguez Amaya, 2001). 

 

La formación de epóxidos 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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Figura 2.6. Posible esquema para la degradación de carotenoides (Rodriguez & Kimura, 2004). 

 

La oxidación puede reducirse inyectando nitrógeno a la mezcla o mediante la adición de hielo 

seco previo a la homogeneización. Estas medidas, sin embargo, aumentan el costo de análisis, 

sin embargo el empleo de acetona fría y rápida extracción son suficientes para evitar errores 

en este paso (Rodriguez & Kimura, 2004). 

 

Se han desarrollado diversas técnicas para la determinación de carotenoides, entre ellas la 

espectrofotometría UV y cromatografía líquida de alta resolución HPLC acoplada  a diversos 

detectores tales como arreglo de diodos DAD, UV-VIS y masas.  (Perez Hernandez, Aldana 

J, & Rodriguez, 2011). 

 

2.2.2. Clasificación: 

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

2.2.2.1. Carotenos: Los carotenos son compuestos químicos que solo contienen átomos de 

carbono e hidrógeno en su estructura, por lo que tienen características de hidrocarburos y son 

solubles en solventes apolares y poco polares como el éter de petróleo, tetrahidrofurano, etc., 

entre ellos encontramos al β-caroteno, α-caroteno, -caroteno, licopeno, etc (Yeverino 

Gutierrez, 1997). 

2.2.2.2. Xantofilas: Compuestos químicos pertenecientes al grupo de los carotenoides que 

posee uno o más átomos de oxígeno debido a que son la forma oxidada de los carotenoides, 

y se presentan como aldehídos, ácidos, alcoholes y ésteres que son solubles en solventes 
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polares como el metanol, entre ellas tenemos a la luteína, zeaxantina, fucoxantina, 

violaxantina, etc (Martínez Martínez, 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 más distribuidos en la naturaleza 

CAROTENOS 

 

 

α-caroteno 

 

 

-caroteno 

 

Licopeno 

XANTOFILAS 

 

trans-β -apo-8-

carotenal 

 

Luteína 

O

OH

HO
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Zeaxantina 

 

2.2.3. β-Caroteno: 

El β-caroteno es un pigmento de color naranja-amarillo de la familia de los carotenoides que 

se utiliza ampliamente como colorante de alimentos. El β-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 β-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 β-caroteno está naturalmente presente en la forma trans (All-trans-β–

Caroteno), sin embargo algunas cantidades de forma cis también están presentes en 

alimentos: 9-cis-β-caroteno, 11-cis-β-caroteno ,13-cis-β-caroteno y 15-cis-β-caroteno (ver 

Tabla 2.3) (Xu Qun & Rohrer, 2012). 

 

Tabla 2.3. Estructura del β–Caroteno y sus 4 principales isómeros cis 

ESTRUCTURAS DEL β-CAROTENO Y SUS PRINCIPALES ISÓMEROS cis 

 

All-trans-β-caroteno 

 

9-cis-β-caroteno 

OH

HO
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11-cis-β-caroteno 

 

13-cis-β-caroteno 

 

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

El β-caroteno es un pigmento de color amarillo o naranja que al ser ingerido se transforman 

en el hígado y en el intestino delgado en vitamina A (Orozco Chilel, 2010).  

Presenta actividad antioxidante e inmunomodulación, que pueden prevenir enfermedades 

degenerativas, tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes y varios tipos de cáncer, 

especialmente de próstata y tumores en el tracto digestivo (Strati, Sinanoglou, Kora, Miniadis 

Meimaroglou, & Oreopoulou, 2012). 

Además se ha demostrado que previene la aparición de enfermedades del corazón por sus 

propiedades antioxidantes que contribuyen a que se formen menos depósitos en las arterias 

favoreciendo la circulación de la sangre (Orozco Chilel, 2010). 

 

2.2.5. Determinación de β-Caroteno: 

Actualmente la cromatografía líquida de alta presión (HPLC) se ha convertido en un 

procedimiento ampliamente utilizado para la determinación de carotenoides, debido 

principalmente a su  rápida separación y lo más importante su buena resolución (Colman 

Martínez, Martínez Huélamo, Miralles, Estruch, & Lamuela Raventós, 2016). 

 

El análisis de carotenoides se realiza de forma rutinaria por HPLC en fase reversa, debido a 

su mejor eficiencia de separación en mezclas complejas. Las columnas C30 proporcionan 

mejores resoluciones para los carotenoides con similar polaridad en comparación con las 

columnas C18, por lo que generalmente las columnas C30 son normalmente seleccionados 

para la separación de isómeros geométricos (Strati, Sinanoglou, Kora, Miniadis 

Meimaroglou, & Oreopoulou, 2012). 

 

La elución isocrática es rápida y se puede realizar con un equipo sencillo (con una sola bomba 

de alta presión y el disolvente premezclado), la línea base es estable,  los tiempos de retención 

son reproducibles y por lo general es idóneo para la determinación de carotenoides. Por otro 

lado, la elución en gradiente presenta la ventaja de ofrecernos mayor poder de resolución, 

sensibilidad, y elución de compuestos fuertemente retenidos, por lo que es más utilizado para 

resolver toda la gama de carotenoides que se encuentran en matrices complejas (Rodriguez 

Amaya, 2001). 
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El método más empleado para la determinación de carotenoides es el método del estándar 

interno ya que minimiza los errores derivados por manipulación de la muestra (evaporación 

del solvente durante el proceso de extracción) y en los análisis por HPLC como errores en 

los volúmenes de inyección (Scottish Marine and Freshwater Science, 2010). 

 

El estándar interno se selecciona en función de una serie de requerimientos entre las que 

destacan: estabilidad, respuesta semejante al analito y no formar parte de la muestra. Entre 

los estándares internos más utilizados para el análisis de carotenos se encuentran: trans-β–

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

 

Para poder cuantificar el contenido de All-trans-β–caroteno, primero se debe comprobar que 

existe una respuesta lineal por parte del detector construyendo una curva de calibración que 

relacione la concentración o peso del estándar del caroteno con la relación del estándar de 

caroteno y el estándar interno. Luego se obtienen los factores de respuesta del equipo y se 

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

 

El  β–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 extracción. Por esta razón la extracción de carotenoides se debe 

realizar en condiciones de ausencia de luz, a temperatura ambiente o menor,  en ausencia de 

oxígeno (atmósfera de nitrógeno) y lo más rápido posible, para evitar la degradación por la 

acción conjunta de los factores mencionados (Martínez Martínez, 2003). Algunas referencias 

indican que para evitar las pérdidas de carotenoides se emplea el uso de antioxidantes durante 

el proceso de saponificación como por ejemplo el Butilhidroxitolueno (BHT) que es 

ampliamente utilizado (Yeverino Gutierrez, 1997). 

 

No existe un procedimiento estandarizado para la obtención 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 mayoría 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 dificultaría una extracción 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 ebullición seguido de filtración. El tejido 

deshidratado se puede entonces extraer con un solvente apolar.  

 

Una alternativa a este proceso de deshidratación es la liofilización, la cual resulta ventajosa 

porque se realiza a baja temperatura y al vacío, eliminando la posibilidad de degradación por 

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

 

El aislamiento del β-caroteno involucra 3 etapas: 

 

a) Extracción:  

Los procedimientos de extracción aplicadas a distintas muestras que contienen β-

caroteno comienzan con una extracción con acetona 100% o en combinación con éter 

de petróleo. Otros grupos prefieren el metanol o una mezcla de metanol (MeOH) y 

otros solventes más polares, por ejemplo el tetrahidrofurano (THF) (Oliver & Palou, 

2000). 

 

b) Saponificación: 

Después de la extracción de la muestra, tradicionalmente, el segundo paso para la 

determinación de carotenoides es la saponificación alcalina. Normalmente, la 

saponificación se lleva a cabo en una solución de KOH: solución acuosa, etanólica y 

metanólica, y la concentración puede variar de 10 a 60% (w / v). 

Las condiciones en las que se lleva a cabo la saponificación pueden ser a temperatura 

ambiente durante la noche o con calentamiento para reducir el tiempo de reacción 

(Oliver & Palou, 2000). 

Sin embargo, la saponificación extiende el tiempo de análisis, y puede provocar la 

degradación encontrando pérdidas significativas de carotenoides. 
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En los últimos años, se han descrito muchos métodos cromatográficos para la 

determinación simultánea de los carotenoides libres en diferentes muestras de frutas, 

evitando así la etapa de saponificación, por lo tanto la saponificación debe omitirse 

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

 

c) Purificación:  

Uno de los principales problemas asociados con el análisis de los carotenoides es la 

falta de disponibilidad de compuestos estándar apropiados. La diversidad, 

inestabilidad inherente y la presencia de isómeros en este grupo de compuestos 

implica que la mayoría de ellos no estén disponibles comercialmente.  

Los carotenoides más comunes (β-caroteno, α-caroteno, zeaxantina luteína, licopeno, 

β-criptoxantina, etc.) incluso algunos carotenoides más raros (capsantina, 

capsorrubina, etc.), se pueden adquirir comercialmente.  

Sin embargo, la pureza de algunos de estos carotenoides comerciales no es suficiente 

para un estándar cromatográfico, y por lo tanto requiere algunos pasos adicionales de 

purificación. (Oliver & Palou, 2000) 

Los métodos de cromatografía en capa fina (TLC), cromatografía líquida (LC) se 

utilizan para obtener los estándares de carotenoides puros, además el método de 

HPLC preparativo y fluido supercrítico son ampliamente utilizados para este 

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

 

2.3. El β-CAROTENO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA: 

El mercado global de β-caroteno en el año 2015 fue alrededor de 432,2 millones de dólares 

y se prevé que la industria alimentaria experimente un notable crecimiento en los próximos 

ocho años. Los alimentos y bebidas fueron la aplicación más dominante y representaron más 

del 30% del valor total en el año 2015. Además las algas que contienen β-caroteno 

representaron más del 35% de los ingresos totales en el año 2015.  

 

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

caroteno en alimentos, bebidas, suplementos dietéticos, cuidado personal y cosmética. 
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En la industria alimentaria el β-caroteno es ampliamente utilizado como suplemento 

nutricional y colorante en la producción de alimentos y bebidas. Se prevé que el sector global 

de alimentos y bebidas presentará un notable crecimiento a nivel mundial en los próximos 

años (Grand View Research, 2017). 

 

El  β-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 cáncer al pulmón y mortalidad, siendo las principales 

razones de la disminución de la síntesis de  carotenos  en los próximos ocho años. 

Para superar todas estas desventajas las empresas están 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 período de pronóstico debido a sus diversas ventajas sobre otras fuentes.  

 

2.4. VALIDACIÓN DE MÉTODOS DE ENSAYO 

 
2.4.1. Definición: La validación de un método analítico se define como la confirmación a 

través de un examen y la provisión 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 analítico y se confirma que el método 

tomado bajo consideración presenta capacidades de rendimiento consistentes con los 

requerimientos de su aplicación (EURACHEM Guide, 1998). 

 

La validación asigna un alto porcentaje de confianza y seguridad del método analítico y se 

realiza con carácter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo procedimiento.  
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2.4.2. Etapas de la validación de un método analítico: 

El planeamiento y ejecución de validación implica una serie de etapas que se deben de 

planificar y desarrollar (INACAL, 2016): 

 

 Definir el objetivo, campo de aplicación o alcance de la validación. 

 Definir los parámetros de validación y los criterios de aceptación. 

 Desarrollar un procedimiento operacional de validación. 

 Definir las pruebas de validación. 

 Verificar si las características de operación de los equipos con los que cuenta el 

laboratorio son compatibles con las que exige el método de estudio. 

 Ejecutar las pruebas preliminares de validación 

  Ajustar los parámetros de validación del método y los criterios de aceptación si es 

necesario. 

 Ejecutar las pruebas completas de validación. 

 Preparar un procedimiento operacional para la ejecución del método de rutina. 

 Definir criterios de revalidación (por ejemplo: periodicidad; cambios de personal, 

condiciones ambientales, equipos, etc.) Definir tipo y frecuencia de verificación de 

control de calidad analítica del método de rutina.  

 Documentar los resultados de las pruebas realizadas. 

 

Es esencial conocer el método a validar y su aplicabilidad: es decir el analito, su 

concentración y la matriz o matrices en las cuales se desea utilizar. En general, se establece 

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

 

a) Métodos no normalizados: Corresponden a métodos desarrollados por el laboratorio 

o método nuevos, o bien métodos que tradicionalmente se han utilizado en el 

laboratorio pero que no están normalizados. 

b) Método normalizado: Método apropiado para el ensayo dentro de su alcance 

publicado por organismos de normalización internacional, nacional o regional (ISO, 

EN, NM, ASTM, BS, DIN, IRAM, etc.) 
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2.5. TIPOS DE VALIDACIONES DE MÉTODOS DE ENSAYO 

2.5.1. Validación Prospectiva: 

Este tipo de validación se aplica cuando se elabora un nuevo método analítico generando a 

través del análisis de datos experimentales.  

En la validación prospectiva un plan experimental llamado Protocolo de Validación es 

ejecutado, el cual es determinado en base a la información de apoyo recopilada de los 

resultados de ensayos experimentales previos. (Instituto de Salud Pública, 2010) 

2.5.2. Validación Concurrente: 

Está basada en los datos recogidos durante la ejecución efectiva de un proceso que ya se ha 

implementado en una planta de producción. En esta situación los datos de validación se 

reúnen durante varios ciclos del proceso continuo y se evalúan para determinar si éste es 

válido (OMS, 1998). 

2.5.3. Validación Retrospectiva:  

Se realiza para verificar la capacidad del proceso analítico, 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 realizará la recopilación de la 

mayor cantidad de datos históricos disponibles, para luego realizar un proceso de 

ordenamiento y selección de los datos recopilados, estos datos pueden ser: curvas de 

calibración, resultados de ensayos, cartas de control, ensayos de aptitud, etc (Instituto de 

Salud Pública, 2010). 

2.5.4. Revalidación:  

Es una verificación funcional del método tras cambiar el material analizado o realizar alguna 

modificación del método empleado. Estos cambios no deben afectar a los resultados en 

comparación con el método original. Entre los motivos que exigen una nueva validación 

tenemos (Ramírez Huayhuas & Acosta Castillo, 2007): 

 

 Cambios en el sistema cromatográfico (fase móvil, columna, diluyente, etc.) 

 Cambios en los materiales de partida (granulometría, densidad, etc.) 
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El tipo de validación que se llevó a cabo en el presente trabajo fue prospectiva, debido a que 

se validó un nuevo método analítico  y se determinó en base a la información de apoyo 

recopilado de los resultados de ensayos experimentales previos. 

 

2.6. PARÁMETROS DE LA VALIDACIÓN 
 

Existen una serie de parámetros que se seleccionan en función de las características de la 

muestra, tipo de método analítico y rango de concentración del analito, entre las más 

importantes se encuentran: la veracidad, la precisión, la selectividad, la linealidad, la 

sensibilidad, el límite de detección, el límite de cuantificación y la robustez.  (AEFI, 2001) 

 

2.6.1. Veracidad: 

La veracidad de un método analítico 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 recuperación (%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 recuperación menores (EURACHEM Guide, 1998). 

 

El porcentaje de recuperación se calcula de la siguiente manera: (Instituto de Salud Pública, 

2010)  

%𝑅 =  
𝐶𝑓−𝐶𝑖

𝐶𝑎
 𝑥 100% ….… (1) 
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𝐶𝑓 = 𝐶𝑚𝑎𝑥 𝑉𝑚𝑎 

𝐶𝑖 = 𝐶𝑚𝑥 𝑉𝑚 

𝐶𝑎 = 𝐶𝑝𝑥 𝑉𝑎𝑝 

 

Donde: 

Cma: Concentración de muestra fortificada. 

Cm: Concentración de muestra sin fortificar. 

Cp: Concentración del estándar. 

Vma: Volumen de muestra con adición. 

Vm: Volumen de muestra sin adición. 

Vap: Volumen adicionado del estándar. 

 

Además el sesgo se puede determinar empleando algunos de los siguientes métodos (AEAS, 

2012): 

 Empleo de materiales de referencia certificados y preferiblemente sobre materiales 

de referencia certificados matriciales. 

 Comparación del método con un método de referencia con error conocido. 

 Participación en ejercicios de intercomparación de laboratorios. 

 

2.6.2. Precisión: 

La precisión 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 medición,  calibración y el 

día que se obtienen los resultados de los ensayos.  

 

Dependiendo de los factores se consideran tres niveles de precisión: repetibilidad, precisión 

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 operación, mismo analista, mismo método de ensayo, misma 

muestra y durante un corto intervalo de tiempo. La Repetibilidad también se 

denomina precisión intra-ensayo (AEFI, 2001). 

2.6.2.2. Precisión 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 días dentro de un mismo laboratorio) 

(AEFI, 2001). Este tipo de precisión intermedia es particularmente útil en los 

laboratorios ya que proporciona la información 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 precisión de un método analítico se expresa generalmente cómo varianza, desviación 

estándar de los resultados o también como desviación estándar relativa porcentual (RSD%) 

(ICH, 2005). 

 

2.6.3. Linealidad: 

La linealidad es la capacidad del método para producir resultados que son proporcionales a 

la concentración (cantidad) de analito en muestras dentro de un rango de concentración 

establecido, ya sea directamente o por medio de una transformación matemática bien definida 

(AEFI, 2001). 

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

 

 

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏…… (2) 
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Dónde: 

y: Respuesta del instrumento analítico 

x: Concentración o cantidad del estándar. 

a: Pendiente de la recta 

b: Intercepto en el origen 

 

Existen ciertos criterios para determinar la linealidad de una curva de calibración, los cuales 

son (Díaz & Cardenas, 2015): 

 

1. La curva de calibración debe guardar un aspecto visual de línea recta. 

2. El valor del coeficiente de correlación (r) debe ser mayor o igual a 0,995 (EPA, 2014), 

y así garantizar la bondad de ajuste de los puntos experimentales a la curva de 

calibración. 

3. Para la correlación de los datos se establece una prueba de hipótesis que consiste en 

calcular el valor de texp:  

𝑡𝑒𝑥𝑝 =  
|𝑟|√𝑛−2

√1−𝑟2
 …… (3) 

 

Donde, n es el número de datos y r es el coeficiente de correlación de Pearson. Si 

dicho valor de texp es mayor que el tcrítico (tablas) para la prueba t de dos colas con  n-

2 grados de libertad y α=0.05, se establece que los datos presentan una buena 

correlación. 

4. Se debe realizar la prueba de homocedasticidad, es decir se debe inspeccionar si la 

distribución de la señal 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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Figura 2.7. Propiedad de Homocedasticidad. Distribución homocedástica (Izquierda), 

distribución heterocedástica  (Derecha). 

 

5. Los residuales de la recta (yi-b-axi) deben cumplir una serie de propiedades: 

 El número de residuales positivos es aproximadamente igual al número de 

residuales negativos. 

 Los residuales deben de tener aproximadamente el mismo valor absoluto. 

 Los residuales deben estar distribuidos aleatoriamente. 

 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 concentración del analito.  

Cuando la respuesta se ha establecido como lineal con respecto a la concentración, es decir, 

dentro del rango lineal, es un parámetro útil para calcularse y usarse en fórmulas para la 

cuantificación (EURACHEM Guide, 1998). 

En sistemas instrumentales, la sensibilidad está representada por la pendiente de la recta de 

calibración (b) que puede ser determinada mediante procedimiento de ajuste por mínimos 

cuadrados (NATA, 2013). 

 



 

       27 
 

2.6.5. Límite de Detección (LOD): 

El límite de detección es la mínima 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 obtendría la señal media (�̅�𝐵) y su 

desviación estándar (sB), el límite de detección se calcularía de acuerdo a la siguiente 

ecuación (Jurado, 2008): 

𝐿𝑂𝐷 = �̅�𝐵 + 3𝑠𝐵 …… (4) 

 

Cuando se tiene una recta de regresión para la calibración de la forma 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 , una 

suposición básica del método de los mínimos cuadrados no ponderados es que cada punto en 

la representación gráfica (incluido el punto que representa el blanco) tiene una variación 

distribuida normalmente (solo en la dirección y) con una desviación estándar estimada por 

𝑠𝑦/𝑥   que estima los errores aleatorios en la dirección y: 

 

𝑠𝑦/𝑥 = √
∑ (𝑦𝑖−�̂�𝑖)2

𝑖

𝑛−2
 …… (5) 

 

Donde  �̂�𝑖 son los puntos sobre la recta de regresión calculada correspondiente a los valores 

individuales de x, es decir los valores de y ajustados y n el número de puntos de calibración. 

 

Por lo tanto es adecuado utilizar 𝑠𝑦/𝑥 en lugar de sB en la estimación del límite de detección 

(Miller & Miller, 2002). El valor calculado de la ordenada “a”  en el origen, se puede emplear 

como una estimación de yB, la propia señal del blanco debería ser una estimación más exacta 

de yB. 

Debido a ello el límite de detección para una recta de calibrado se calcularía como: 

 

𝑌𝐿𝑂𝐷 = 𝑎 + 3𝑠𝑦/𝑥 

 

𝐿𝑂𝐷 =  
𝑌𝐿𝑂𝐷−𝑎

𝑏
=

3∗𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 …… (6) 
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2.6.6. Límite de Cuantificación (LOQ): 

El límite de cuantificación es la mínima cantidad de analito presente en la muestra que se 

puede cuantificar bajo condiciones experimentales descritas, con valores aceptables de  

precisión y veracidad (AEFI, 2001). 

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

 

𝐿𝑂𝑄 =
10∗𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 …… (7) 

 

2.6.7. Selectividad:                                                                                                                                                   

Es la capacidad de un método analítico para identificar y/o medir simultánea o separadamente 

los analitos de interés de forma inequívoca, 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 analítico de permanecer invariable frente 

cambios en las condiciones experimentales como por ejemplo la temperatura, pH, 

concentración de reactivo, tiempo de conservación de los reactivos, tiempos de extracción, 

composición de la fase móvil, etc (AEAS, 2012). 

 

El objetivo de la prueba de robustez es identificar y si es necesario controlar las condiciones 

del método que podrían dar lugar a variaciones en los resultados de medición cuando se 

lleven a cabo en diferentes circunstancias o instalaciones (NATA, 2013). 

 

La forma más eficaz de estudiar la robustez es efectuando un diseño factorial, de esta forma 

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

experimentos que variables son las que más influyen en los resultados (AEFI, 2001). 

 



 

       29 
 

Una forma de medir la robustez es aplicando el diseño factorial establecido por Youden y 

Steiner que permite estudiar la influencia o efecto resultante en la modificación de siete 

variables descritas en el método mediante 8 experimentos.  

Los valores nominales indicados para cada factor en el método se designan con letras 

mayúsculas (A, B, C, D, E, F y G) y los valores alternativos o modificados se indican con 

letras minúsculas (a, b, c, d, e, f y g). Los 8 experimentos tienen que presentar 4 parámetros 

en mayúscula (valores nominales) y 4 en minúsculas (valores alternativos) (AEFI, 2001). 

Los factores a estudiar no deben ser necesariamente siete; puede considerarse un número 

menor de variables, esto no afectará el balance del diseño del experimento pero es importante 

considerar que siempre se deben llevar a cabo las ocho pruebas de ensayo indicado (Instituto 

de Salud Pública, 2010). 

 

Tabla 2.4. Prueba de robustez de Youden y Steiner  

FACTORES 
EXPERIMENTOS 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A,a A A A A a a a a 

B,b B B b b B B b b 

C,c C c C c C c C c 

D,d D D d d d d D D 

E,e E e E e e E e E 

F,f 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: 

 

𝐸𝑥 =
∑ 𝑌(+)

𝑛/2
−

∑ 𝑌(−)

𝑛/2
  .....(8) 

 



 

       30 
 

Donde Ex son los efectos del factor x, ∑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 número total de experimentos. 

 

El criterio de aceptación de cada factor debe cumplir: 

 

𝐸𝑥 <  √2 𝑆  

 

Donde S es la desviación estándar del procedimiento original calculada desde el último 

gráfico de control, pero cuando esta desviación estándar no se encuentra disponible como es 

el caso de un nuevo método, se debe utilizar la desviación estándar de precisión intermedia 

(FAO Soils Bulletin, 1998). 

 

2.6.9. Incertidumbre: 

La incertidumbre es un parámetro asociado con el resultado de una medición, que caracteriza 

la dispersión 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 medición (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 matemático y físico que declara 

la relación entre las magnitudes de entrada y salida (mensurando) representada como una 

función y las posibles fuentes de incertidumbre implicadas en el proceso de medición 

(Schmid & Lazos Martínez, 2000). 

En la práctica, las fuentes de incertidumbre pueden provenir de diferentes fuentes posibles 

por ejemplo: Muestreo, extracción incompleta, efectos de matriz, sesgo debido al personal, 

incertidumbre de pesadas y de equipo volumétrico, resolución instrumental, variación 

aleatoria, etc (EURACHEM, 2012). 
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De ser posible debería considerarse todas las posibles fuentes de incertidumbre y no descartar 

ninguna de ellas, hasta determinarse la mínima contribución 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 Martínez, 2000). 

Las fuentes de incertidumbre se agrupan en dos categorías según el método de evaluación 

“Tipo A” y “Tipo B”. La clasificación en tipo A y B no implica ninguna diferencia de 

naturaleza entre las componentes de estos tipos, consiste únicamente en dos formas diferentes 

de evaluar las fuentes de incertidumbre y ambos se basan en distribuciones de probabilidad 

(GUM, 2012). 

 

a) EVALUACIÓN TIPO A: Evaluación de un componente de incertidumbre por un 

análisis estadístico de una serie de observaciones obtenido en condiciones de 

medición definidas (COVENIN, 2000). 

Ejemplo: realizar varias mediciones en condiciones de repetibilidad, reproducibilidad 

y al realizar una regresión lineal. 

 

b) EVALUACIÓN TIPO B: Evaluación de un componente de incertidumbre realizada 

por otros que no sean análisis estadísticos de una serie de observaciones (COVENIN, 

2000). 

Ejemplos: La evaluación basada en la información obtenida a partir de un certificado 

de calibración, 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 único valor que las englobe a todas, y se logra mediante el cálculo de la 

incertidumbre combinada y expandida. A continuación se define estos 2 tipos de 

incertidumbre: 

 

2.6.9.1. Incertidumbre Combinada:  

La incertidumbre estándar combinada representada como ui(y) representa el resultado de la 

combinación de las contribuciones de todas las fuentes de incertidumbre u(xi)  junto con el 
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impacto de la fuente sobre el mensurando representado por el coeficiente de sensibilidad ci: 

(Schmid & Lazos Martínez, 2000). 

 

𝑢𝑖(𝑦) = 𝑐𝑖 ∗ 𝑢(𝑥𝑖) …… (9) 

 

Dónde: ci= Coeficiente de sensibilidad = (
𝜕𝑦

𝜕𝑥𝑖
)2 

El coeficiente de sensibilidad ci indica el peso que supone cada una de las distintas 

magnitudes de entrada en la magnitud de salida, representada por la función de medición 

(GUM, 2012). 

 

2.6.9.2. Incertidumbre Expandida:  

La incertidumbre expandida es la magnitud que define un intervalo alrededor de una 

medición y se espera que contenga una fracción grande de la distribución de valores que 

razonablemente pudieran ser atribuidos al mensurando (COVENIN, 2000). 

 

Debido a que la incertidumbre estándar 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 así aumentar la probabilidad, para ello 

se utiliza el factor de cobertura k, el cual se obtiene la incertidumbre expandida: (Hidalgo 

Colmenares, 2011)   

𝑈 = 𝑘 ∗ 𝑢𝑐 …… (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 distribución 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 calibración 

(Schmid & Lazos Martínez, 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 

Pública, 2010). 
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CAPÍTULO 3: OBJETIVOS 

________________________________________________________________________ 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL: 

 Validar y estimar la incertidumbre de la metodología de extracción del carotenoide 

All-trans-β-caroteno propuesta por Van Heukelem & Thomas en biomasa liofilizada 

de la microalga Arthrospira platensis. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Determinar los parámetros característicos de validación; linealidad, selectividad,  

límite de detección, límite de cuantificación, sensibilidad,  precisión, porcentaje de 

recuperación, robustez e incertidumbre. 

 

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

microalga Arthrospira platensis y presentar su incertidumbre. 
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CAPÍTULO 4: MATERIALES Y MÉTODOS 

________________________________________________________________________ 

 

4.1. MATERIALES 

4.1.1. Muestra:  

 La microalga Arthrospira platensis variedad Orovilca liofilizada proveída por la Sala 

de Procesos – Laboratorio de Biotecnología Acuática, IMARPE. 

 

4.1.2. Reactivos: 

 Estándar All-trans-β-caroteno ≥ 97% Sigma-Aldrich® 

 Estándar interno trans-β-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® 

 Nitrógeno gas extra puro ≥ 99,9% Indura.  

 Agua Ultrapura. 

 

4.1.3. Equipos: 

 Cromatógrafo líquido de alta resolución 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 Análisis instrumental, 

IMARPE.  

 Agitador Vórtex ZX Classic VELP Scientífica. 

 Balanza Analítica de 5 decimales Sartorius MSU225S-000-DU 

 Centrífuga refrigerada  Eppendorf Centrifuge 5702R. 

 Ultrasonido Branson 2510. 

 Campana Extractora de Gases LABCONCO. 
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4.1.4. Materiales de laboratorio: 

 Micropipetas de rango variable de 10-100 μL y 100-1000 μL. 

 Tubos de ensayo de 10mL con tapa rosca de teflón. 

 Viales con filtro de 2 mL de PTFE 0,45µm.  

 Fiolas clase A de 100 y 250 mL. 

 Pipetas volumétricas de 10 mL y 25 mL. 

 Pipetas Pasteur. 

 

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

4.2.1. Preparación de los estándares: 

 Estándar de All-trans-β-caroteno (100 µg/mL): Se pesó 10,0 mg de estándar All-

trans-β-caroteno, se transfirió a una fiola de 100 mL y se añadió 50 mL de Acetona 

100%, se sonicó por 5 min y finalmente se enrazo con Acetona 100% para obtener 

una concentración de 100 µg/mL. 

 Estándar interno trans-β-Apo-8′-carotenal (100 µg/mL): Se pesó 10,0 mg de de 

estándar trans-β-Apo-8′-carotenal, se transfirió a una fiola de 100 mL y se añadió 50 

mL de Acetona 100%, se sonicó por 5 min y finalmente se enrazo con Acetona 100% 

para obtener una concentración de 100 µg/mL. 

 

4.2.2. Extracción del All-trans-β-caroteno en la microalga Arthorspira platensis: 

(Van Heukelem & Thomas, 2001) 

La extracción del All-trans-β-caroteno de la microalga Arthorspira platensis se realizó en un 

ambiente sin exposición a la luz. 

Se pesó 6,00038 g de Arthrospira Platensis liofilizada y  se colocó en una fiola de vidrio de 

250 mL, luego se añadió 25 mL de estándar interno trans-β-Apo-8′-carotenal (100 µg/mL) y 

se sonicó en baño de ultrasonido con hielo por 20 min, luego  se enrasó  con Acetona 100% 

obteniéndose una concentración de 10 µg/mL de estándar interno en el extracto. 

Se inyectó gas nitrógeno durante 1 minuto y se dejó el extracto en reposo cubierto con papel 

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

la ayuda de una pipeta Pasteur para analizarlos por Cromatografía líquida de Alta Resolución. 

 

4.2.3. Condiciones del Cromatógrafo líquido de alta resolución HPLC: 

 

Tabla 4.1. Condiciones instrumentales del sistema cromatográfico 

PARÁMETROS 

INSTRUMENTALES 
CONDICIONES 

Modo de elución Gradiente 

Fase móvil 
A: Metanol 

B: Tetrahidrofurano 

Rampa de elución 
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. 

Flujo de fase móvil 1 mL/min 

Volumen de inyección 20 μL 

Longitud de onda de detección 460 nm 

Columna AcclaimTM C30 5 µm  4.6 x 250 mm 

Temperatura de la columna 25 °C 

Temperatura del automuestreador 10 °C 

Presión del Sistema 135 psi 

Modo de cuantificación Estándar interno 

Modo de calibración Curva de calibración 

Tiempo de corrida 23 min 

 

4.2.4. Metodología de la Validación: 

 

4.2.4.1. Prueba de Normalidad: 

Para evaluar la distribución normal de los resultados obtenidos, se inyectó 31 réplicas del 

extracto de la microalga Arthorspira platensis en el Cromatógrafo líquido y se determinó la 

normalidad de la respuesta del equipo mediante la prueba de Anderson Darling, a un nivel 

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

 Interferentes en el pico del estándar interno: Para determinar la presencia de 

interferentes en el pico del estándar interno, se preparó una muestra de Arthrospira 

platensis sin estándar interno y se comparó los cromatogramas de la muestra de 

Arthrospira platensis con y sin estándar interno. 

 Identificación del pico cromatográfico: Se identificó el pico cromatográfico por 

medio del espectro de absorción UV y los tiempos de retención de la muestra y del 

estándar. 

 Resolución de los picos: Se analizó el cromatograma de la muestra y se obtuvo el 

valor de resolución del par de picos consecutivos mediante la siguiente fórmula: 

(Skoog, Holler, & Nieman, 2001) 

 

Resolución =
2(𝑡2−𝑡1)

𝑤2+𝑤1
  …… (11) 

 

Donde: 

ti: Tiempo de retención del pico i (min). 

wi: Ancho del pico i (min). 

 

Se estableció el siguiente criterio para el valor de resolución: 

 

Tabla 4.2. Criterio de aceptación para el valor de Resolución  

RESOLUCIÓN CRITERIO CRITERIO 

< 1 Mala separación 

̴ 1 Separación aceptable 

> 1.5 Buena separación 

 

4.2.4.3. Linealidad: 

Se construyó la curva de calibración por duplicado empleando 6 niveles diferentes 

correspondientes al 50, 100, 150, 200, 250 y 300% de la concentración esperada (20 µg/mL) 
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para el estándar All-trans-β-caroteno con 100 µL de estándar interno (trans-β-apo-8′-

carotenal) con una concentración de 100 µg/mL y acetona 100% de acuerdo a la Tabla 4.3. 

Para verificar la homocedasticidad de la curva de calibración, se inyectó 4 veces el estándar 

correspondiente a los niveles 3 y 5 (30 y 50 µg/mL) de la curva de calibración y se 

compararon las varianzas de estos niveles. 

 

Tabla 4.3. Construcción de la curva de calibración del estándar 

Nivel 

Volúmen  

All-trans-β-Caroteno  

100 µg/ml 

(µl) 

Volúmen estándar 

interno 

 100 µg/ml 

(µl) 

Volúmen 

Acetona 

100% 

(µl) 

Concentración 

final 

(µg/mL) 

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. Límite de Detección y de Cuantificación (LOD y LOQ): 

Estos valores se obtuvieron de los valores obtenidos de la pendiente (a) y la desviación 

estándar (Sy/x) de la curva de calibración. 

 

4.2.4.5. Porcentaje de Recuperación: 

Se tomó 1 mL del extracto de microalga Arthrospira platensis y se fortificó por triplicado 

mediante la adición de volúmenes conocidos (67 μL, 143 μL y 231 μL)  del estándar puro 

All-trans-β-caroteno (100 µg/mL) correspondientes al 25, 50 y 75% de la concentración 

estimada del analito en el extracto (20 µg/mL), encontrándose dentro el rango de linealidad  

(10 - 60 µg/mL). (Instituto de Salud Pública, 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 recuperación y se propuso como criterio de 

aceptación el rango teórico de 80 – 110% para concentraciones alrededor de los 10 µg/mL 

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

 Precisión a condiciones de repetibilidad: La prueba de repetibilidad de la respuesta 

del equipo y del método se realizó empleando el mismo analista bajo las mismas 

condiciones, en un mismo día con intervalos cortos de tiempo.  

Se determinó el RSD%  para la repetibilidad de la respuesta del equipo mediante la 

relación de áreas del estándar All-trans-β-caroteno  con respecto al estándar interno  

y para la repetibilidad del método se determinó mediante las respuestas de 

concentración que fueron cuantificadas construyendo una curva de calibración.  

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

 Precisión intermedia del método: La prueba se realizó empleado 2 analistas y 

analizando la misma muestra durante 6 diferentes días. Se determinó el RSDR% de 

precisión intermedia y se propuso el criterio de aceptación usando el RSDH de 

Horwitz. 

 

4.2.4.7. Robustez: 

Se aplicó la metodología 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 ºC, a = 30 ºC; % Metanol (Fase móvil): B = 93%, b = 88%; Longitud de 

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

E = 20 µL, e = 30 µL; Exposición a luz: F = sin exposición a luz, f = con exposición a luz  y 

Adición de BHT 0,1%: G = sin BHT, g = con BHT. 

Tabla 4.4. Diseño factorial de Youden-Steiner  

FACTORES 
EXPERIMENTOS 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Temperatura de la  columna A A A A a a a a 

% Metanol (Fase móvil) B B b b B B b b 

Longitud de onda C c C c C c C c 

Flujo D D d d d d D D 

Volumen de inyección E e E e e E e E 

Exposición a luz F f f F F f f F 

Adición de BHT G g g G g G G g 
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CAPÍTULO 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 relación de áreas del All-trans-β-caroteno y el estándar interno trans-β-Apo-8′-

carotenal de las 31 réplicas de la muestra Arthrospira platensis para la prueba de normalidad. 

RÉPLICA 
AREA  

All-trans -β- Caroteno 

AREA 

 I.S. 

RELACIÓN DE ÁREAS 

A All-trans β-caroteno / A I.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 

                Dónde: I.S.: Estándar interno  
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A continuación se muestra la gráfica de probabilidad obtenido con los datos de la Tabla 5.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Gráfico de probabilidad de las relaciones de Áreas usando el software Minitab 16. 

 

La Figura 5.1 muestra que existe un buen ajuste entre los datos debido a que la gran mayoría 

de los datos se encuentran sobre la recta, por lo que se puede concluir que los datos presentan 

una distribución normal. 

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

estadístico de Anderson Darling (AD).  

El estadístico de la prueba es denotado como A2, y se obtiene mediante la siguiente expresión: 

 

𝐴2 = 𝐴𝐷 − 𝑛 …… (12) 

𝐴𝐷 = (
1

𝑛
) ∑ (1 − 2𝑖)[ln 𝐹(𝑍𝑖) + ln(1 − 𝐹(𝑍𝑛+1−𝑖))]𝑛

𝑖=1  …… (13) 
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Donde:  

n: Número de datos 

Z: variable aleatoria normal estándar con µ=0 y 𝜎2=1 

La creación de esta variable Z se realiza por medio de la transformación llamada 

estandarización de acuerdo a la siguiente fórmula: 

Z= 
𝑋𝑖−𝑖

𝜎
 …… (14) 

F (Z): Distribución de probabilidades acumulada de los datos normalizados Zi 

Xi: Datos obtenidos ordenados de menor a mayor 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN: 

La hipótesis nula H0 se rechaza con un nivel de significancia α si: 

A2 > A2
crítico (1+

0.75

𝑛
+

2.25

𝑛2
) …… (15) 

Donde:                                              

AD* = A2
crítico (1+

0.75

𝑛
+

2.25

𝑛2
) …… (16) 

Por lo tanto: 

A2 < AD*  …… (17) 

Se acepta la hipótesis nula H0 y los datos presentan una distribución normal. 

Para concluir si los resultados presentan una distribución normal se aplicó el estadístico de 

Anderson Darling (AD) comparándolo con el valor crítico (ver Tabla 5.2). 

 

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

ESTADÍSTICO RESULTADO 

A2 0,622 

AD* 0,772 

Valor A2
crítico  (α= 0,05) 0,752 



 

       43 
 

De acuerdo a la Tabla 5.2 se acepta la hipótesis nula si A2 < AD*. Es decir, se concluye que  

los datos presentan una distribución normal. 

 

5.2 SELECTIVIDAD: 

5.2.1. Interferentes en el pico del estándar interno (I.S):  

La Figura 5.2 muestra la comparación de cromatogramas de la muestra de Arthrospira 

platensis con estándar interno (Muestra_con_IS) y muestra de Arthrospira platensis sin 

estándar interno (Muestra_sin_IS). 

 

Figura 5.2. Comparación de cromatogramas de la muestra con estándar interno (Muestra_con_IS) y la  muestra 

sin estándar interno (Muestra_sin_IS) 
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Se observa que el pico cromatográfico del estándar interno trans-β-apo-8′-carotenal no 

contiene ningún otro pico cromatográfico presente en la muestra de Arthrospira platensis por 

lo que se puede aseverar que no presenta interferencias, debido a ello se le consideró como 

el estándar interno (I.S) adecuado para las pruebas de validación. 

 

Una mejor visualización del pico cromatográfico del estándar interno, se observa en la Figura 

5.3.   

 

 

Figura 5.3. Pico cromatográfico de la muestra con estándar interno 

(Muestra_con_IS) y sin estándar interno (Muestra_sin_IS) 

 

5.2.2. Identificación de los picos cromatográficos: Se comparó los espectros de 

absorción y los tiempos de retención del pico cromatográfico All-trans-β-caroteno presente 

en la muestra de Arthrospira platensis con el estándar certificado de All-trans-β-caroteno a 

una concentración de 60 µg/mL preparado en la curva de calibración. Los espectros de 

absorción se muestran en la figura 5.4. 
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Figura 5.4. Espectro de absorción UV del carotenoide All-trans-β-Caroteno presente en la microalga 

Arthrospira platensis (izquierdo) y espectro de absorción UV del carotenoide All-trans-β-

Caroteno presente en el estándar certificado (derecho). 

 

La Figura 5.4 muestra que los espectros de absorción de la muestra de  Arthrospira platensis 

y el estándar certificado son relativamente iguales y presentan longitudes de onda máxima 

de 454 y 479 a 480 nm característicos del carotenoide All-trans-β-caroteno de  longitud de 

onda máxima de 453 y 480 nm según (Wright, y otros, 1991). 

Además el pico cromatográfico de la muestra eluye con el mismo tiempo de retención que el 

estándar certificado All-trans-β-caroteno (17,33 min), debido a ello se puede confirmar que 

la muestra presenta el carotenoide All-trans-β-caroteno. 

 

5.2.2. Resolución de los picos: La Figura 5.2 muestra el pico cromatográfico del estándar 

interno trans-β-Apo-8′-carotenal bien resuelto (Resolución = 1,24), a diferencia del pico 

cromatográfico All-trans-β-Caroteno (Resolución = 0,48), y es debido a la aparición de un 

pico cromatográfico de menor tamaño (pico1) ubicado al lado izquierdo.  

 

Probablemente el pico 1 sea el isómero 9-cis-β-Caroteno, también característico de la 

microalga Arthrospira platensis (Tang & Suter, 2011). Estos isómeros cis son difíciles de 

separar por cromatografía líquida (Rodriguez Amaya, 2001), por ello se obtuvo una baja 

resolución del All-trans-β-caroteno, pero aceptable para las pruebas de validación debido a 
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una buena integración del pico cromatográfico con ayuda del software EZChrom Elite Ver. 

3.2.1 

 

Una forma de comprobar si el pico 1 corresponde al isómero 9-cis-β-Caroteno es comparando 

sus características espectrales con lo reportado en la literatura. Se observa la Figura 5.5 el 

espectro de absorción del pico 1:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5. Espectro de absorción UV del pico cromatográfico (1) 

 

El pico 1 muestra longitudes de onda máxima de 447 y 471 nm coincidiendo con lo señalado 

según (Xu Qun & Rohrer, 2012) para el isómero 9-cis-β-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 absorción y compararlo con lo reportado en la literatura. 

 

El Q-ratio se define como el cociente entre la absorción máxima del pico cis (Aλmax pico cis), 

que generalmente se encuentra entre longitudes de onda de 330 y 345nm  y la absorción 

máxima del pico promedio (Aλmax pico promedio), obteniéndose la siguiente ecuación: 
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Q-ratio = 
𝐴λmax pico cis

𝐴λmax pico promedio
 …… (18) 

 

El parámetro Q-ratio se utiliza para identificar diferentes isómeros-cis de los carotenoides 

(Jing, Qun, & Rohrer, 2012). 

 

El pico 1 muestra un valor máximo de absorción del pico cis de 3,37 mAU y un valor máximo 

de pico promedio de 19,87 mAU, luego reemplazando dichos valores en la ecuación (18) se 

obtiene un valor Q-ratio de 0,17; igual a lo reportado según (Tien Lin, y otros, 2010) para el 

isómero 9-cis-β-Caroteno. 

 

Estas 2 maneras de identificación, señalan que probablemente el pico 1 sea el isómero 9-cis-

β-Caroteno, pero para tener mayor certeza, se debe comparar con un estándar certificado de 

dicho isómero o mediante técnicas analíticas instrumentales sofisticadas como 

espectrometría de masas y resonancia magnética nuclear (RMN). 

 

Tabla 5.3. Valores típicos de tiempo de retención, resolución de los picos y ancho de pico obtenidos en la prueba 

de validación. 

Carotenoide 
Tiempo de Retención 

tr (min) 

Ancho del Pico 

wi (min) 
Resolución 

trans-β-Apo-8′-carotenal (I.S) 9,27 1,19 1,24 

All-trans-β-Caroteno 17,33 0,99 0,48 
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Figura 5.6. Cromatograma típico obtenido en las pruebas de validación y los tiempos de retención
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5.3. LINEALIDAD: 

A continuación se muestran  los resultados obtenidos para la construcción de la curva de 

calibración de acuerdo a la Tabla 4.3 en el rango de concentración de 10-60 µg/mL. 

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

All-trans-β-caroteno. 

RÉPLICAS 
CONCENTRACIÓN 

10 µg/mL 20 µg/mL 30 µg/mL 40 µg/mL 50 µg/mL 60 µg/mL 

Relación de 

áreas  1 
0,611 1,312 2,143 3,025 3,897 4,654 

Relación de 

áreas  2 
0,589 1,309 2,137 3,041 3,905 4,658 

Relación de 

áreas  3 
0,596 1,324 2,146 3,051 3,900 4,650 

Relación de 

áreas  4 
0,596 1,347 2,151 3,045 3,900 4,641 

Promedio 0,598 1,323 2,144 3,041 3,900 4,651 

Desviación 

estándar 
0,009 0,017 0,006 0,011 0,004 0,007 

RSD % 1,56% 1,29% 0,26% 0,36% 0,09% 0,16% 

 

 

Figura 5.7. Rango lineal de la curva de calibración para la cuantificación del carotenoide  

All-trans β-Caroteno 
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De la Figura 5.7 se puede obtener los principales parámetros de la curva de calibración para la 

determinación de la linealidad. 

Tabla 5.5. Características de la curva de calibración para el análisis de la linealidad del método 

PARÁMETROS DE LINEALIDAD RESULTADO 

Coeficiente de correlación (r) 0,9997 

Coeficiente de determinación (r2) 0,9990 

Pendiente 0,0826 

Intercepto -0,2798 

Número de repeticiones (n) 4 

 

Uno de los criterios del presente estudio para evaluar la linealidad del método fue el coeficiente 

de correlación “r”. La Tabla 5.5 muestra los resultados obtenidos de este parámetro, dando 

como resultado un valor de 0,9997 el cual superó el valor de referencia r ≥ 0,995 propuesto por 

(EPA, 2014) y usualmente aceptados en los laboratorios, este resultado indica que se cumplió 

el criterio establecido asegurando la prueba de linealidad de los datos. 

Además otro criterio para evaluar la linealidad es mediante una prueba estadística, 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 (ttabla) generalmente al 95% de confianza (α=0,05), dos colas en este caso 

para un “n” que depende de los niveles de calibración. 

De acuerdo a la ecuación (3) se obtiene: 

𝑡𝑒𝑥𝑝 =
|0,9997|√6−2

√(1−0,9990)
= 63,22  

 

El valor de prueba texp que determina la correlación de los datos supera el valor ttabla = 2,78 

(α=0.05, 4 grados de libertad) garantizando la buena correlación que existe entre los datos. 
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Tabla 5.6. Valores de la relación de áreas y varianzas de la 

prueba de homocedasticidad. 

NIVEL RELACIÓN DE ÁREAS 

Nivel 3 

1 

2 

3 

4 

 

2,1427 

2,1373 

2,1455 

2,1509 

S3
2 3,1x 10-5 

Nivel 5 

1 

2 

3 

4 

 

3,8969 

3,9054 

3,8998 

3,8996 

S5
2 1,2x10-5 

Fexp 2,52 

Fcritico 9,28 

 

Para calcular el valor de la prueba Fexp se determina la relación del mayor entre el menor valor 

de las varianzas (s2), como se muestra en la ecuación 19: 

𝐹𝑒𝑥𝑝 =
𝑆3

2

𝑆5
2 …… (19) 

La tabla 5.6 muestra el valor de la prueba de homocedasticidad donde el Fexp es menor al Fcrítico= 

9,28 (α=0.05, 3,3 grados de libertad)  para cada caso, obteniendo información de que las 

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

homocedasticidad entre estos puntos. 

La gráfica de residuos (Figura 5.8)  no muestra ninguna anomalía, y cumple con todas los 

criterios de aceptación  enumerados en la página 26, lo que indicaría una evidencia más de 

linealidad de los datos. 
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Figura 5.8. Gráfico de residuales de la curva de calibración  

 

El límite de detección y cuantificación se determinaron experimentalmente  a partir de los 

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

Se utilizó la desviación estándar de regresión  Sy/x  de la curva de calibración para el cálculo del 

límite de detección (LOD) y cuantificación (LOQ). La sensibilidad se obtuvo de la pendiente 

de la curva de calibración en la prueba de linealidad del método. Los resultados se muestran en 

la Tabla 5.7 

Tabla 5.7. Valores de límite de detección, cuantificación y sensibilidad 

Límite de Detección (LOD) 1,96 µg/mL 

Límite de Cuantificación (LOQ) 6,49 µg/mL 

Sensibilidad 0,0826  

 

Los valores de LOD y LOQ fueron obtenidos usando las ecuaciones (6) y (7), encontrándose 

en el orden de unos cuantos microgramos por mililitro señalando una buena sensibilidad del 

equipo de cromatografía líquida. Estos valores pequeños son importantes porque se podría 

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 análisis. 
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5.4. PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN: 

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

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

Tabla 5.8. Valores del porcentaje de recuperación del método analítico. 

Nivel de 

concentración 

Relación de 

Áreas 

Concentración 

(µg/mL) 

Promedio 

(µg/mL) 
(Cf-Ci) 

Recuperación (%)       

 (Cf-Ci)/ Ca 

Muestra sin  

fortificar 

1,227 19,243 

19,351 - - 1,233 19,323 

1,246 19,487 

Nivel 1           

(25%) 

1.631 24,286 
24,188 

 

6,602 98,54% 

1.610 24,021 6,278 93,70% 

1.623 24,187 6,495 96,93% 

Nivel 2           

(50%) 

2,023 29,185 
29,332 

 

13,990 97,83% 

2,053 29,557 14,406 100,74% 

2,028 29,239 14,130 98,81% 

Nivel 3             

(75%) 

2,496 35,085 
34,368 

 

23,798 103,25% 

2,451 34,524 23,205 100,46% 

2,366 33,469 21,865 94,66% 

 

Promedio (n = 9)           98,30% 

Desviación Estándar           0,029 

RSD (%)           3,00% 

 

La evaluación de la veracidad muestra porcentajes de recuperación dentro del rango de 

aceptación (80 - 110%) propuesto según  (NordVal , 2010), en los 3 niveles estudiados para 

concentraciones alrededor de los 10 ppm aseverando que el efecto de la matriz no es 

significativo. 

Además se realizó el test estadístico t Student comparando el texp con el ttabla para (n-1 grados, 

α=0,05). 

Si el texp resulta menor que el ttabla no existe diferencia significativa entre la recuperación 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 ecuación para calcular el texp es la siguiente: (AEFI, 2001) 

𝑡𝑒𝑥𝑝 =
|100−𝑅|∗√𝑛

% 𝑅𝑆𝐷
  …… (20) 

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

ecuación (20) se obtiene: 

  𝑡𝑒𝑥𝑝 =
|100−98,3|√9

3,00
= 1,70  

De acuerdo con los resultados obtenidos el texp es menor al ttabla= 1,85 (α= 0.05, 8 grados de 

libertad) por lo tanto no existe diferencia significativa entre la recuperación media y el 100%, 

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

 

5.5. PRECISIÓN: 

5.5.1 Precisión a condiciones de repetibilidad: 

La precisión a condiciones de repetibilidad se expresó como desviación estándar relativa 

(RSD%) de acuerdo a las siguientes ecuaciones: (ISO 5725-2, 1994) 

𝑠𝑟 = √
∑(𝑥𝑖−�̅�)2

𝑛−1
 …… (21) 

 

𝑅𝑆𝐷(%) =
𝑆𝑟

�̅�
  …… (22) 

Donde:  

Sr: desviación estándar de repetibilidad 

�̅�: Promedio  

n: Número de réplicas 

xi: Resultados obtenidos 

 

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

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

repetibilidad de la respuesta del equipo 

Réplica del estándar 

All-trans β-Caroteno  

(20 µg/mL) 

RELACIÓN DE 

ÁREAS 

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 

Desviación estándar 0,0057 

RSD (%) 0,41% 

 

Tabla 5.10. Resultados de la precisión a condiciones de 

repetibilidad del método analítico 

Réplica de la muestra de 

Arthrospira platensis 

Concentración de  

All-trans β-Caroteno 

(µg/mL) 

1 19,47 

2 19,62 

3 19,61 

4 19,77 

5 19,79 

6 19,86 

7 20,01 

8 20,07 

9 20,04 

10 19,74 

Promedio 19,80 

Desviación Estándar 0,199 

RSD (%)    1,01% 
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Se observa que los valores de RSD% para la respuesta del equipo  (0,41%) y  el método analítico 

(1,01%) no superan el criterio de aceptación propuesto RSD < 6% según (AOAC, 2002), ello 

indica que hay un alto grado de concordancia en el ensayo cuando el método se aplica 

repetidamente a múltiples alícuotas de una muestra homogénea. 

 

5.5.2 Precisión Intermedia: 

Para la evaluación de la precisión intermedia se realizó el análisis de Horwitz a partir de la 

concentración del analito C, de acuerdo a la ecuación (23) (Rivera & Rodríguez, 2014): 

𝑅𝑆𝐷𝐻 = 2(1−0,5∗𝑙𝑜𝑔𝐶)…… (23) 

El valor de RSDR obtenido en condiciones de precisión intermedia se compara con el predicho 

por Horwitz (RSDH) mediante el parámetro de Horrat (Codex Alimentarius Commision, 2010) 

de acuerdo a la ecuación (24): 

𝐻𝑜𝑟𝑟𝑎𝑡 =
𝑅𝑆𝐷𝑅

𝑅𝑆𝐷𝐻
  …… (24) 

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

aceptables de precisión intermedia (Jurado, 2008). 

EL valor de RSDR en condiciones de precisión intermedia se determinó usando las ecuaciones 

propuestas por (ISO 5725-2, 1994), calculando la varianza de repetibilidad, varianza entre 

laboratorios y varianza de reproducibilidad (como precisión intermedia). 

La varianza de repetibilidad (S2
rj): 

𝑆𝑟𝑗
2 =

∑ (𝑛𝑖𝑗−1)𝑠𝑖𝑗
2𝑝

𝑖=1

∑ (𝑛𝑖𝑗
𝑝
𝑖=1 −1)

 …… (25) 

La varianza entre laboratorio (S2
Lj): 

𝑆𝐿𝑗
2 =

𝑆𝑑𝑗
2 −𝑆𝑟𝑗

2

�̿�𝑗
 …… (26) 
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Donde:  

𝑆𝑑𝑗
2 = (

1

𝑝−1
) ∑ 𝑛𝑖𝑗

𝑝
𝑖=1 (�̅�𝑖𝑗 − �̿�𝑗)2 …… (27)  

�̅�𝑗 = [∑ 𝑛𝑖𝑗
𝑝
𝑛=1 −

∑ 𝑛𝑖𝑗
2𝑝

𝑖=1

∑ 𝑛𝑖𝑗
𝑝
𝑖=1

] …… (28) 

La varianza de reproducibilidad, como precisión intermedia (S2
Rj) es la suma de la varianza de 

repetibilidad y la varianza entre laboratorio y se calcula de acuerdo a la siguiente ecuación: 

𝑆𝑅𝑗
2 = 𝑆𝑟𝑗

2 + 𝑆𝐿𝑗
2

 …… (29) 

 

Tabla 5.11. Valores de precisión intermedia del método. Se 

muestran los valores promedios de 4 réplicas obtenidos por los 

analistas A y L en 6 diferentes días. 

 

Analista- Días 

 

Concentración de  

All-trans β-Caroteno 

(µg/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 atípicos eliminados mediante la prueba de h y k de mandel (Anexo A) 

 

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

en 6 días 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 precisión intermedia 

Varianza de repetibilidad         (S2
RJ) 5,00 x 10-2 

Varianza entre laboratorios     (S2
LJ) 2,614 x 10-2 

Varianza de reproducibilidad   (S2
RJ) 

(precisión intermedia) 
0,076 

 

La precisión intermedia se expresó como desviación estándar relativa RSDR de acuerdo a la 

siguiente ecuación: (ISO 5725-2, 1994) 

 𝑅𝑆𝐷(%) =
𝑆𝑅

�̅�
  …… (30) 

 

Donde:  

SR: desviación estándar de precisión intermedia 

�̅�: Promedio  

Al reemplazar el valor promedio de la concentración �̅� = C = 19,28 µg/mL en la ecuación de 

Horwitz (23) y la varianza de reproducibilidad como precisión intermedia en la ecuación (30) 

se obtiene: RSDH = 2,56%  y RSDR = 1,43% 

Finalmente calculando el parámetro de Horrat según la ecuación (24) se obtiene un valor de 

0,58 menor a 2 cumpliendo con el criterio de aceptación, y demostrando que el método analítico 

tiene valores aceptables de precisión intermedia. 
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5.6. ROBUSTEZ: 

La tabla 5.13 muestra los valores de las ocho pruebas realizadas según la metodología de 

Youden- Steiner: 

 

Tabla 5.13. Valores obtenidos según la metodología de Youden-Steiner 

FACTORES 
EXPERIMENTOS  

1 2 3 4 5 6 7 8 

Temperatura 

de la columna 

A= 25 °C     

a= 30 °C 
25 °C      25 °C      25 °C      25 °C      30 °C 30 °C 30 °C 30 °C 

% Metanol 

(Fase Móvil) 

B=93 %    

b=88 % 
93%    93%    88% 88% 93%    93%    88% 88 % 

Longitud de 

onda 

C=460 nm 

c=450 nm 
460 nm 450 nm 460 nm 450 nm 460 nm 450 nm 460 nm 450 nm 

Flujo  D=1mL/min  

d=1,2mL/min 
1mL/min    1mL/min    1,2mL/min 1,2mL/min 1,2mL/min 1,2mL/min 1mL/min    1mL/min    

Volumen de 

inyección 

E=20 µL      

e=30 µL 
20 µL      30 µL 20 µL      30 µL 30 µL 20 µL      30 µL 20 µL      

Exposición a 

la luz 

F=sin 

exposición a luz 

f=con 

exposición a luz 

sin 

exposición 

a luz       

con 

exposición 

a luz 

con 

exposición 

a luz 

sin 

exposición 

a luz       

sin 

exposición 

a luz       

con 

exposición 

a luz 

con 

exposición 

a luz 

sin 

exposición 

 a luz       

Adición de 

BHT 0,1% 

(Butilhidroxi-

tolueno) 

 

G=Sin BHT   

g=Con BHT 
Sin BHT   Con BHT Con BHT Sin BHT   Con BHT Sin BHT   Sin BHT   Con BHT 

Concentración  

réplica 1 (µg/mL) 
20,41 22,48 21,75 21,14 20,30 23,66 23,54 22,05 

Concentración  

réplica 2 (µg/mL) 
20,37 22,50 21,76 21,24 20,40 23,72 23,79 21,98 

Concentración  

promedio (µg/mL) 
20,39 22,49 21,75 21,19 20,35 23,69 23,66 22,01 

 

 

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

de cada parámetro y su porcentaje de contribución que afecta al método analítico. 
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Tabla 5.14. Resumen de los efectos por cada parámetro y su valor crítico (√2𝑆) 

PARÁMETROS EFECTO 
% CONTRIBUCIÓN 

DEL EFECTO 

Temperatura de la  columna 1,02 15,60 

% Metanol (fase móvil) 0,36 5,50 

Longitud de onda 2,11 32,37 

Flujo 0,39 5,90 

Volumen de inyección 0,09 1,31 

Exposición a luz 1,98 30,27 

Adición de BHT 0,59 9,05 

√𝟐𝑺R 0,40  

SR: Desviación estándar de precisión intermedia del método 

 

 

 

Figura 5.9. Efecto de los parámetros en el método analítico 

 

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

superior a √2 veces la desviación estándar de precisión intermedia (SR). (AOAC, 2002). 

La Figura 5.9 muestra que los parámetros más robustos son  el % Metanol (Fase móvil), el flujo 

y el volumen de inyección. 
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Sin embargo la metodología analítica no es robusta ante la presencia de pequeños cambios en 

los siguientes factores críticos o parámetros más sensibles: 

La Temperatura de la columna afecta el orden de elución permitiendo trabajar a velocidades de 

flujo más altas debido a la reducción de la viscosidad en la fase móvil, pero afecta en la 

resolución de la separación cromatográfica.  

El cambio de la longitud de onda presenta una disminución del tamaño de los picos 

cromatográficos dando lugar a una engañosa cuantificación. 

La  exposición a la luz produciendo cambios en la concentración debido al proceso de oxidación 

y degradación del carotenoide All-trans-β-caroteno. 

La adición del antioxidante BHT (Butilhidroxitolueno) también es un parámetro relativamente 

pero no tan crítico como los mencionados anteriormente, ya que no hay mucha variación en la 

respuesta de la señal del método analítico. 

 

5.7 INCERTIDUMBRE DEL ANÁLISIS:  

Se realizó una estimación preliminar de la contribución de cada componente o combinación de 

componentes en la incertidumbre y además aquellos factores que no fueron significativos 

fueron eliminados.  

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

combinaron según las reglas apropiadas, para obtener una incertidumbre estándar combinada.  

El factor de cobertura usado para multiplicar la incertidumbre combinada estándar con el 

propósito de obtener una incertidumbre expandida presenta el valor de 2 para una distribución 

normal al 95% de confianza.  

 

5.7.1. Modelo Matemático 

La expresión matemática que relaciona las magnitudes de entrada con la concentración del 

carotenoide estudiado All-trans-β-caroteno (mensurando) se muestra en la siguiente ecuación: 
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𝜇𝑔

𝑔
 (All-trans-β-caroteno) = 

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
 …… (31) 

Donde:  

Co = Concentración de la muestra obtenida a partir de la curva de calibración (μg/mL) 

Vext = Volumen total de la muestra (mL) 

m = Masa de la muestra (g) 

Rec= Porcentaje de recuperación 

rep= Factor adimensional de repetibilidad 

 

5.7.2. Identificación de las fuentes de incertidumbre: 

La identificación de las fuentes de incertidumbre significativas parten de un  modelo 

matemático correspondiente a la ecuación (31), así como de aquellas fuentes que no están 

descritas explícitamente 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). 

 

Figura 5.10. Fuentes de incertidumbre en la determinación del carotenoide All-trans-β-caroteno en la 

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

determinación de la concentración del All-trans-β-caroteno (mensurando). 

5.7.3. Evaluación de las fuentes de incertidumbre u(xi): 

La evaluación de las fuentes de incertidumbre se muestra a continuación: 

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) Calibración de la balanza: Esta incertidumbre está asociada a la corrección calculada 

durante la calibración de la balanza, donde se utiliza la información obtenida en el 

certificado de calibración. El cálculo de la incertidumbre de calibración de la balanza se 

calcula de acuerdo a la siguiente fórmula: 

𝑢(𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) = √(
𝑈(𝑐𝑖)

2
)2 +  𝑐𝑖

2 …… (32) 

Donde:  

U(ci) = Incertidumbre expandida de medición 

ci = corrección obtenida del certificado de calibración 

 

El certificado de calibración de la balanza Sartorius empleada en las pruebas de validación 

establece que la incertidumbre expandida de medición en gramos con un factor de cobertura k 

igual a 2 es: 

𝑈(𝑐𝑖) = 2√1,8𝑥10−8 +  4,6𝑥10−11 ∗ 𝑅2   𝑔   …… (33) 

Dónde  R2: Lectura de la balanza después de la calibración (g) 

Este tipo de información permite obtener la incertidumbre estándar tipo B, ya que se refiere a 

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

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

ecuación (33) se obtiene: 
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𝑈(𝑐𝑖) = 2√1,8𝑥10−8 + 4,6𝑥10−11𝑥(6,00038)2 𝑔 =  0,0002804 g =  0,2804 mg 

Además la corrección ci del certificado de calibración presenta un valor de 0,0000 mg, y de 

acuerdo a la ecuación (32) al reemplazar los valores se obtiene la desviación estándar de 

calibración u(calibración) 

𝑢(𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) = √(
0,2804

2
)

2

+  0,00002 = 𝟎, 𝟏𝟒𝟎 𝒎𝒈 

 

b) Medida de la masa: Esta incertidumbre depende de la precisión (condiciones en las 

cuales se realizó la medida) y la resolución de la balanza. El cálculo de la incertidumbre 

de calibración  se calcula de acuerdo a la siguiente fórmula: 

𝑢(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎) = √𝑠(�̅�𝑖)2 +
𝑟𝑒𝑠2

3
 …… (34) 

Donde:  

s(�̅�𝑖) = Desviación estándar media o incertidumbre estándar de repetibilidad 

res = resolución de la balanza 

 

La resolución de la balanza utilizada en la prueba de validación presenta un valor de resolución 

(res) de 0,01 mg obtenido en las especificaciones de fábrica. 

Además se calculó la repetibilidad pesando 10 veces la pesa patrón clase E2 de 10 g como se 

muestra en la tabla 5.15.  
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Tabla 5.15. Repetibilidad del pesaje del peso patrón de 10 g  con intervalo de 5 segundos 

N° de Lectura Fecha de pesaje 
Lectura de la pesa 

patrón   (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 

Desviación estándar                    1,5811 x 10-5 

 

El cálculo de la incertidumbre estándar de repetibilidad urep (Incertidumbre tipo A) surge del 

análisis estadístico de una serie de observaciones (COVENIN, 2000) y se calcula mediante la 

siguiente fórmula: (NMKL Nº 5, 2005) 

𝑢𝑟𝑒𝑝 =
𝑠𝑟𝑒𝑝

√𝑛
  …… (35) 

Donde:  

 

urep= Incertidumbre estándar de repetibilidad 

srep = Desviación estándar de repetibilidad 

n = Número de lecturas 

 

Calculando la incertidumbre estándar de repetibilidad de acuerdo a la ecuación (35) con los 

resultados obtenidos en la Tabla 5.17 se obtiene: 
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𝑢𝑟𝑒𝑝 =
1,5811x10−5

√10
= 5𝑥10−6𝑔 = 0,005 𝑚𝑔 

Reemplazando la incertidumbre estándar de repetibilidad urep  y el valor de resolución de la 

balanza en la ecuación (34) se obtiene: 

𝑢(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎) = √0,0052 +  
0,012

3
= 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 sistemático debido a la diferencia entre la temperatura  

que se calibra la balanza (20ºC) y la temperatura de trabajo. 

En este caso no se consideró dicha fuente de incertidumbre ya que la balanza es nueva  

y no presenta una descalibración en el tiempo. 

La incertidumbre estándar combinada para el pesaje de la muestra se calcula mediante la 

siguiente expresión (EURACHEM, 2012): 

𝑢𝑐(y(x1, x2, . . . )) = √∑ 𝑐𝑖
2 ∗ 𝑢(𝑥𝑖)2𝑛

𝑖=1  …… (36) 

Donde:  

𝑢𝑐(y(x1, x2, . . . )) = Incertidumbre estándar combinada 

u(xi)= Incertidumbre estándar evaluada 

ci= Coeficiente de sensibilidad = (
𝜕𝑦

𝜕𝑥𝑖
)2 

En este caso las variables no se encuentran correlacionadas por lo tanto el coeficiente de 

sensibilidad ci es igual a 1, y al reemplazar los valores de incertidumbre debida a la calibración 

y medida de la masa en la ecuación (36) se obtiene la incertidumbre estándar combinada de la 

masa 𝑢𝑐 (𝑚): 

 

 𝑢𝑐 (𝑚) = √(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 solución preparada fue 

de 250 mL en un matraz volumétrico clase A. Para material  volumétrico sin graduación 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 20ºC.  

Teniendo en cuenta que no se expresa un nivel de confianza, se asume una distribución 

triangular (EURACHEM, 2012), el cálculo de la incertidumbre estándar de la tolerancia 

se calcula mediante la siguiente ecuación: 

𝑢(𝑡𝑜𝑙𝑒𝑟𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎) =
𝑇𝑜𝑙𝑒𝑟𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎

√6
 …… (37) 

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

que: 

𝑢(𝑡𝑜𝑙𝑒𝑟𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎) =
0,12

√6
= 𝟎, 𝟎𝟒𝟖𝟗 𝒎𝑳 

b) Temperatura: La calibración del material de vidrio fue realizado a una temperatura de  

20ºC y la temperatura de trabajo en la prueba de validación fue de 22ºC, resultando una 

variación de temperatura ∆T = 2ºC, además teniendo en cuenta que el coeficiente de 

expansión térmica de la acetona es 1,5x10-4 ºC-1 (Tablas y constantes, 2016).  

El cálculo de la incertidumbre de la variación de temperatura, asumiendo una distribución 

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

 

𝑢(∆𝑇) =
𝑉𝑚𝑎𝑡.𝑣𝑜𝑙 ∗∆𝑇∗ 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑎𝑛𝑠𝑖ó𝑛 𝑡é𝑟𝑚𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛𝑎

√3
 …… (38) 

Donde:  

Vmat.vol: Volumen del material volumétrico 

∆T: Variación de temperatura 

Al reemplazar los valores del volumen del matraz volumétrico, variación de temperatura y 

coeficiente de expansión térmica de la acetona en la ecuación (38) se obtiene que: 
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𝑢(∆𝑇) =
250 ∗ 2 ∗  1,5𝑥10−4

√3
= 𝟎, 𝟎𝟒𝟑𝟑 𝒎𝑳 

c) Repetibilidad: La incertidumbre estándar de repetibilidad es debido a la variación del 

aforo, para ello se utilizó el método gravimétrico de verificación del material de vidrio 

en donde se realizaron 10 mediciones (ver Tabla 5.16). Esta incertidumbre es de tipo 

A ya que surge del análisis estadístico 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                        249,91184 

                            Desviación estándar                    0,02118 

 

El cálculo de la incertidumbre estándar de repetibilidad (urep) se calcula de acuerdo a la ecuación 

(35) 

𝑢𝑟𝑒𝑝 =
0,02118

√10
= 𝟎, 𝟎𝟎𝟔𝟕 𝒎𝑳 

La incertidumbre estándar combinada para el pesaje de la muestra se calcula de acuerdo a la 

ecuación (36), pero en este caso las variables no se encuentran correlacionadas por lo tanto el 

coeficiente de sensibilidad ci es 1, y al reemplazar los valores de incertidumbre debida a la 
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tolerancia, variación de temperatura y repetibilidad en la ecuación (36) se obtiene la 

incertidumbre estándar combinada del volumen de medición 𝑢𝑐 (𝑣): 

𝑢𝑐 (𝑣) = √(0,0489)2 + (0,0606)2 + (0,0067)2 = 𝟎, 𝟎𝟔𝟓𝟕 𝒎𝑳  

 

5.7.3.3 Incertidumbre estándar de la curva de calibración (Co): La incertidumbre de la curva 

de calibración refleja la incertidumbre debida a la señal y no a la incertidumbre de los estándares 

de calibración ni correlaciones inducidos por dilución sucesiva de la misma población. 

(EURACHEM, 2012). 

 

La incertidumbre estándar de la curva de calibración es de tipo A y se calcula de acuerdo a la 

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

 

𝑢𝐶𝑜 =
𝑠(𝑟)

𝑚
√

1

𝑁
+

1

𝑛
+

(�̅�0−�̅�)2

𝑚2 ∑ (𝑥𝑖−�̅�)2𝑛
𝑖=1

 …… (39) 

 

𝑠(𝑟) =  √
∑(𝑦𝑖−𝑚𝑥𝑖−𝑏)2

𝑛−2
  …… (40) 

 

Donde: 

s(r): Desviación estándar residual regresión lineal. 

m: Pendiente de la curva de calibración. 

N: Número de mediciones para la determinación de Co. 

n: Número de mediciones de la curva de calibración. 

�̅�0: Concentración de la muestra. 

�̅� : Concentración promedio de los estándares. 

b: Intercepto de la curva de calibración. 

xi : Concentraciones del estándar i. 

�̅� : Concentración promedio de los estándares. 

 

Para el cálculo de la incertidumbre de calibración, se utilizaron los datos obtenidos en la prueba 

de Linealidad en el rango de 10 – 60 µg/mL, tal como se muestra en la Tabla 5.17. 
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Tabla 5.17. Resultados de la curva de calibración obtenida en la prueba de validación 

Concentración  

All-trans-β-caroteno 

(µg/ml) 

Relación  

de áreas  1 

Relación  

de áreas  2 

Relación de 

áreas  3 

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 ecuación de regresión obtenida a partir de la Tabla 5.17 es: 

 

Relación de Áreas  = 0,0827*[Concentración] – 0,2848 

 

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

concentración promedio de los estándares (�̅� = 35 µg/mL). 

 

Reemplazando los resultados obtenidos de la curva de calibración en la ecuación (40) se 

obtiene: 

𝑠(𝑟) = 0,0487 

 

Además se realizó el análisis por duplicado (N=2) de la muestra de Arthrospira platensis 

preparado en la prueba de validación obteniéndose una concentración promedio de 

19,607µg/mL. 

 

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

 

𝑢𝐶𝑜 =
0,0487

0,0827
√

1

2
+

1

18
+

(19,607−35)2

5250
= 𝟎, 𝟒𝟓𝟕𝟏 µ𝒈/𝒎𝑳  

 

5.7.3.4 Incertidumbre de la repetibilidad: (Incertidumbre tipo A), la validación del método 

analítico presentó un valor RSDr de 0.0101 (Desviación estándar de relativa en condiciones de 

repetibilidad).  
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Este valor se utilizó directamente para el cálculo de la incertidumbre estándar combinada 

asociado con los diferentes términos de repetibilidad (EURACHEM, 2012). 

 

𝒖𝒓𝒆𝒑 = 𝟎, 𝟎𝟏𝟎𝟏 

 

5.7.3.5 Incertidumbre de la Recuperación: (Incertidumbre tipo A), la veracidad del método 

analítico se determinó utilizando muestras enriquecidas al 25 ,50 y 75% del valor esperado. 

La incertidumbre estándar debida a la recuperación se calcula de acuerdo a la siguiente ecuación 

(NMKL Nº 5, 2005): 

 

𝑢(𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) =
𝑅𝑆𝐷 (%)

√𝑛
 …… (41) 

 

Donde: 

 

RSD (%): Desviación estándar residual de las recuperaciones en todos los niveles 

n: Número de recuperaciones totales 

 

Los resultados de la Prueba de Recuperación se muestran en la Tabla 5.8 obteniendo como 

resultados: RSD (%)= 3,0  y n = 9 

 

Reemplazando en la ecuación (41) se obtiene la incertidumbre estándar de recuperación: 

 

𝑢(𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) =
𝟎,𝟎𝟑𝟎

√𝟗
= 𝟎, 𝟎𝟏  

 

Además se realizó el test estadístico t Student comparando el texp con el ttabla para (n-1 grados, 

2 colas, α=0,05) para determinar si la recuperación media es significativamente diferente de 1. 

Si el texp resulta mayor o igual que el ttabla la recuperación es significativamente diferente de 1.  

La ecuación para calcular el texp es la siguiente: (NordVal , 2010) (EURACHEM, 2012) 
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𝑡𝑒𝑥𝑝 =
|1−𝑅𝑒𝑐̅̅ ̅̅ ̅|

𝑢(𝑅𝑒𝑐̅̅ ̅̅ ̅)
  …… (42)  

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

ecuación (42) se obtiene: 

  𝑡𝑒𝑥𝑝 =
|1−0,983|

0,01
= 1,68  

De acuerdo con el resultado obtenido el texp es menor al ttabla= 2,30 (α= 0.05, 8 grados de 

libertad) por lo que la recuperación no es significativamente diferente de 1 y por lo tanto no 

necesariamente se debe incluir el factor de corrección (1/Rec) en la ecuación para la 

cuantificación del carotenoide All-trans-β-caroteno. 

 

5.7.4. Evaluación de la incertidumbre estándar combinada: Para calcular la incertidumbre 

estándar combinada se utilizó la ecuación (36) donde u(xi) es la incertidumbre estándar 

evaluada y (ci) es el coeficiente de sensibilidad  calculada como una derivada parcial 𝞉f/𝞉xi 

para cada magnitud de entrada, que establece la consistencia dimensional de cada incertidumbre 

estándar para obtener las unidades del mensurando (μg/g) (Schmid & Lazos Martínez, 2000). 

 

Tabla 5.18. Valores de la determinación de All-trans-β-caroteno en la microalga Arthrospira 

platensis y sus incertidumbres 

Magnitud de 

entrada 
Descripción Valor xi 

Incertidumbre 

Estándar u(xi) 

Co 
Concentración obtenida a partir 

de la curva de calibración 
19,607 μg/mL 0,4571 µg/mL 

m 
Masa de la muestra de 

Arthrospira platensis 
6,00038 g 0,000143 g 

Vext Volumen total de extracción 250 mL 0,0657 mL 

rep Factor de repetibilidad 1 0,0101 

Rec 
Recuperación de 

muestras fortificadas 
0,983 0,01 
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La tabla 5.18 muestra un resumen con los valores para la cuantificación del carotenoide All-

trans-β-caroteno presente en la microalga Arthrospira platensis y sus incertidumbres estándar 

de cada una de las magnitudes de entrada. 

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

la ecuación (31): 

 

𝜇𝑔

𝑔
 (β -caroteno) = 

19,607 𝑢𝑔/𝑚𝐿∗250 𝑚𝐿∗1

6,00038 𝑔∗ 0,983
=  831,0370 

𝝁𝒈

𝒈
(β -caroteno) = 0,8310 

𝒎𝒈

𝒈
(β -caroteno) 

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

𝐶𝐶𝑜 =
𝜕(

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
)

𝜕𝐶𝑜
=

𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗𝑅𝑒𝑐
=

250∗1

6∗0,983
= 42,387  

𝐶𝑚 =
𝜕(

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
)

𝜕𝑚
= −

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚2∗𝑅𝑒𝑐
= −

19,607∗250∗1

62∗0,983
= −138,514    

𝐶𝑉𝑒𝑥𝑡 =
𝜕(

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
)

𝜕𝑉𝑒𝑥𝑡
=

𝐶𝑜∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗𝑅𝑒𝑐
=  

19,607∗1

6∗0,983
= 3,324   

𝐶𝑟𝑒𝑝 =
𝜕(

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
)

𝜕𝑟𝑒𝑝
=

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡

𝑚∗𝑅𝑒𝑐
=

19,607∗250

6∗0,983
= 831,086   

𝐶𝑅𝑒𝑐 =
𝜕(

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗ 𝑅𝑒𝑐
)

𝜕𝑅𝑒𝑐
= −

𝐶𝑜∗𝑉𝑒𝑥𝑡∗𝑟𝑒𝑝

𝑚∗𝑅𝑒𝑐2
= −

19,607∗250∗1

6∗0,9832
= −845,459  

 

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

Magnitud de 

entrada 

Incertidumbre 

Estándar u(xi) 

Coeficiente de 

Sensibilidad ci 

Contribución 

|𝒄𝒊 ∗ 𝒖(𝒙𝒊)| 

Contribución 

(%) 

Co 0,4571 µg/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 procedió a calcular la incertidumbre estándar combinada reemplazando los valores de 

los coeficientes de sensibilidad y las incertidumbres estándares de cada magnitud de entrada en 

la ecuación (36): 

𝑢𝑐(𝛽−𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜) =  √𝐶𝐶𝑜
2 ∗ 𝑢2(𝐶𝑜) + 𝐶𝑚

2 ∗ 𝑢2(𝑚) + 𝐶𝑣
2 ∗ 𝑢2(𝑉𝑒𝑥𝑡) + 𝐶𝑟𝑒𝑝

2 ∗ 𝑢2(𝑟𝑒𝑝) + 𝐶𝑅𝑒𝑐
2 ∗ 𝑢2(𝑅𝑒𝑐) 

𝑢𝑐(𝛽−𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜) =   

√42,3872 ∗ 0,45712 + (−138,514)2 ∗ 0,0001432 + 3,3242 ∗ 0,06572 + 831,0862 ∗ 0,01012 + (−845,459)2 ∗ 0,012 

𝐮𝐜(𝛃−𝐜𝐚𝐫𝐨𝐭𝐞𝐧𝐨) = 𝟐𝟐, 𝟕𝟒𝟒𝟕 𝛍𝐠/𝐠 = 𝟎, 𝟎𝟐𝟐𝟕𝟒  𝐦𝐠/𝐠 

 

5.7.5. Estimación de la incertidumbre expandida Ue: 

El valor de la incertidumbre expandida global se obtiene al multiplicar la incertidumbre 

estándar combinada uc(y) por un factor de cobertura k, por lo tanto el resultado de la medición 

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

 

Se requiere que la incertidumbre expandida pueda establecer un intervalo que abarque una gran 

fracción de la distribución 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 Pública, 2010) 

Reemplazando la incertidumbre estándar combinada en la ecuación (10) se obtiene la 

incertidumbre expandida: 

 

𝑼 = 𝟐 ∗ 𝟐𝟐, 𝟕𝟒𝟒𝟕 𝝁𝒈/𝒈 =  𝟒𝟓, 𝟒𝟖𝟗𝟓 𝝁𝒈/𝒈 =  𝟎, 𝟎𝟒𝟓𝟒 𝒎𝒈/𝒈 
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Para reportar la incertidumbre se expresa como máximo con dos cifras significativas (y 

redondeo hacia arriba), y el valor de la concentración se expresa con las mismas cifras 

decimales que su incertidumbre, con lo cual el valor del mensurando debe reportarse como: 

(Alzate Rodriguez, 2008) 

𝑪𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢ó𝐧 (𝐀𝐥𝐥−𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔−𝛃−𝐜𝐚𝐫𝐨𝐭𝐞𝐧𝐨) = (𝟎, 𝟖𝟑𝟏 ± 𝟎, 𝟎𝟒𝟓)
𝒎𝒈 𝐀𝐥𝐥−𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔−𝛃−𝐜𝐚𝐫𝐨𝐭𝐞𝐧𝐨

𝒈 𝒎𝒖𝒆𝒔𝒕𝒓𝒂
 

 

Figura 5.11. Contribuciones de incertidumbre del método analítico 

 

La estimación de la incertidumbre en el análisis químico es muy relevante dentro de la 

administración de los recursos de un laboratorio de control de ensayo, porque conocer la 

incertidumbre del método analítico 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 pequeñas y sus contribuciones fueron 0,05% y 0,71%, esto se debe al correcto pesaje de 

la muestra y calibración de la balanza, además del empleo de material volumétrico clase A de 

alta precisión para el aforo de la solución. 
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Las contribuciones debidas a la repetibilidad y recuperación muestran un aporte a la 

incertidumbre del 23% y 23,16%, esto se debe a errores aleatorios en el proceso de medición y 

una forma de disminuir su contribución es incrementando el número de observaciones o réplicas 

en la medición. Además mantener un sistema de aseguramiento de la calidad para que el 

laboratorio pueda asegurar que sus resultados siguen siendo trazables y que sigue siendo válido 

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

El mayor aporte a la incertidumbre corresponde a la incertidumbre estándar debido a la curva 

de calibración uCo con una contribución del 53,08%, esto se debe principalmente a la 

construcción de la curva de calibración que involucra varios procesos de dilución, 

introduciendo más errores en la medición y por ende un aumento en la contribución de la 

incertidumbre. 

La estimación de la incertidumbre en este estudio ha proporcionado una gran comprensión de 

cómo un resultado de la medición puede verse afectada por diferentes  parámetros: La medición 

de volúmenes, masas y construcción de curvas de calibración; todos tienen un efecto sobre la 

eficiencia de la extracción. 

Por otra parte, el contenido del carotenoide All-trans-β-caroteno en la muestra de microalga 

Arthrospira platensis fue 0,831 mg/g encontrándose dentro del rango de composición química 

de la microalga [0,7-1,7 mg/g] (ver Tabla 2.1) según (Falquet, 2012). Otra referencia indicaría 

que el contenido del carotenoide All-trans-β-caroteno presente en la microalga Arthrospira 

platensis es 0,90 mg/g (Tang & Suter, 2011), encontrándose cerca al valor reportado, esto 

indicaría una eficaz extracción del carotenoide en la microalga, justificando que el método 

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

________________________________________________________________________ 

 

 Se validó la metodología analítica propuesta por Van Heukelem & Thomas para la 

cuantificación del carotenoide All-trans-β-caroteno en la microalga Arthrospira 

platensis por cromatografía líquida de alta resolución con la finalidad de implementarlo 

en diferentes laboratorios pertenecientes a la industria alimentaria. 

 

 Los parámetros característicos obtenidos fueron la selectividad donde no se reportó 

ninguna presencia de interferentes; la linealidad presentó un coeficiente de 

determinación (r2) de 0,999; el límite de detección fue 1,96 µg/mL; el límite de 

cuantificación fue 6,49 µg/mL; el porcentaje de recuperación fue 98,03% encontrándose 

dentro del intervalo de aceptación 80-110%; la precisión en condiciones de 

repetibilidad, presentó valores RSD de 0,41% para la respuesta del equipo y 1,01% para 

el método analítico; la precisión intermedia presentó un valor de RSD 1,43% menor al 

RSD de Horwitz cumpliendo el criterio de aceptación; la robustez demostró que el 

método analítico es muy sensible al cambio de temperatura de la columna, longitud de 

onda y exposición a la luz ; y la incertidumbre expandida presentó un valor de 45,49 

µg/mL, siendo la fuente de incertidumbre debida a la curva de calibración uCo  el que 

presentó una mayor contribución  53,08%. 

 

 El metodología analítica de extracción validada cumplió con los criterios de aceptación 

establecidos de acuerdo a normas internacionales, y se ha considerado como una 

alternativa para la cuantificación del carotenoide All-trans-β-caroteno en la microalga 

Arthrospira platensis. 

 

 El contenido de All-trans-β-caroteno presente en la microalga Arthrospira platensis fue 

de (0,831± 0,045) mg/g. 
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RECOMENDACIONES 

________________________________________________________________________ 

 

 Evaluar el método analítico propuesto en diferentes tipos de microalgas que contienen 

β-caroteno como por ejemplo la microalga Dunaliella salina y elaborar estudios sobre 

el uso potencial de carotenoides para la elaboración de suplementos alimenticios y 

multivitamínicos en la industria alimentaria. 

 

 Utilizar la cromatografía líquida acoplada a un detector de masas HPLC-MS, debido a 

su alta sensibilidad y suministro de información del ion molecular con posibles 

fragmentaciones  que contribuyen a la determinación de la estructura del carotenoide y 

sus respectivos isómeros. 
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GLOSARIO 

________________________________________________________________________ 

 

BANCO DE GERMOPLASMA: Es un área destinado a la conservación de la diversidad 

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

 

BIOMASA: Materia orgánica originada en un proceso biológico, espontáneo o provocado, 

utilizable como fuente de energía. 

 

CALIBRACIÓN: Conjunto  de  operaciones  que  establecen  bajo  condiciones  específicas,  

la  relación  entre  los  valores   de  una  magnitud  indicados  por  un  instrumento  o  sistema  

de medición. 

 

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

fotosíntesis oxigénica con una estructura celular típicamente bacteriana. 

 

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

 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN: Las especificaciones que son utilizadas para tomar una 

decisión para aceptar o rechazar un lote de productos o aceptar una pieza de equipamiento que 

ha sido calificada. 

 

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

introduce en una cámara de vacío para realizar la separación del agua por sublimación. 

 

MEDIO DE CULTIVO: Consta de un gel o una solución 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 pequeñas plantas. 

 

MICROALGA: Microorganismos microscópicos fotosintéticos que pueden crecer de manera 

autotrófica o heterotrófica. 
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ANEXO A 

 

EXTRACCIÓN DE CAROTENOIDES, MÉTODO DE VAN HEUKELEM & THOMAS 
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ANEXO B 

 

PRUEBA DE VALORES ATÍPICOS 
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PRUEBA DE VALORES ATÍPICOS DE LOS VALORES DE PRECISIÓN 

INTERMEDIA DEL MÉTODO ANALÍTICO 

 

 

 

Valores obtenidos de la cantidad de All-trans-β-caroteno en µg/mL de la muestra por el 

Analista “A” en 6 diferentes días 
 

 

 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 

 hA-1 hA-2 hA-3 hA-4 hA-5 hA-6 

hexp -0.34 -0,01 -1,05 0,43 1,73 -0,76 

hcritico(α=0,05) 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 

 kA-1 kA-2 kA-3 kA-4 kA-5 kA-6 

kexp 0,77 1,18 1,18 1,19 1,06 0,26 

kcritico(α=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 
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El valor de hA5 no supera la prueba y se le considera un valor atípico, se vuelve a repetir la 

prueba sin dicho valor. 
 

 

Valores obtenidos de la cantidad de All-trans-β-caroteno en µg/mL de la muestra por el 

Analista “A” exceptuando el valor de hA-5 
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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-5 

 hA-1 hA-2 hA-3 hA-4 hA-6 

hexp 0.001 0.57 -1.20 1.32 -0.70 

hcritico(α=0,05) 1.57 1.57 1.57 1.57 1.57 

 kA-1 kA-2 kA-3 kA-4 kA-6 

kexp 0.78 1.20 1.20 1.21 0.27 

kcritico(α=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 
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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-β-caroteno en µg/mL de la muestra por el 

Analista “L” en 6 diferentes días 
 

 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 

Réplica 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 

 hL-1 hL-2 hL-3 hL-4 hL-5 hL-6 

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

hcritico(α=0,05) 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66 

 kL-1 kL-2 kL-3 kL-4 kL-5 kL-6 

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

kcritico(α=0,05) 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 1,54 

 

El valor de kB1 no supera la prueba y se le considera un valor atípico, se vuelve a repetir la 

prueba sin dicho valor. 
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El valor de kL1 no supera la prueba y se le considera un valor atípico, 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 

 hL-2 hL-3 hL-4 hL-5 hL-6 

hexp -0.53 -0.70 0,44 1,56 -0,76 

hcritico(α=0,05) 1.57 1.57 1,57 1,57 1,57 

 kL-2 kL-3 kL-4 kL-5 kL-6 

kexp 0.30 1,15 0,50 1,26 1,33 

kcritico(α=0,05) 1.54 1,54 1,54 1,54 1,54 
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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 TÍPICOS DE LA VALIDACIÓN 
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Cromatograma típico de la prueba de linealidad del estándar certificado a concentraciones al 50, 100, 150, 200, 250, y 300%  
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Cromatograma típico de la prueba de Recuperación al 0, 25, 50 y 75% de la concentración estimada del analito 
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ANEXO D 

 

CERTIFICADOS DE ANÁLISIS Y CALIBRACIÓN 
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Certificado de análisis del estándar All-trans-β-caroteno  
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Certificado de análisis del estándar interno trans-β-apo-8'-carotenal 
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Certificado de calibración de la balanza analítica Sartorius de 5 decimales  
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Certificado de calibración de las pesas patrones clase E2  
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ANEXO E 

 

FOTOGRAFÍAS 
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Muestra de microalga Arthrospira platensis  

liofilizada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Viales ámbar con filtro PTFE 0,45 µm para HPLC                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extracto de la muestra Acetona  conteniendo el 

estándar interno 

 

Posicionamiento y lectura de las muestras por  

HPLC-DAD  
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Estándar de All-trans-β-caroteno y Estándar interno de trans-β-Apo-8′-carotenal 

Pesas patrones de 1 mg a 200 g - clase E2  

 

Rampa de elución del método analítico usando el software  EZChrom Elite Ver. 3.2.1 


