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RESUMEN 

La validación de métodos analíticos es un proceso indispensable que los 

laboratorios deben implementar para garantizar que  los resultados obtenidos 

en los análisis son fiables y reproducibles con un fundamento y análisis 

estadístico. De igual manera la metodología empleada para la validación 

muestra un gran desempeño en las condiciones de trabajo de Ecuachemlab 

Cía. Ltda. Para la determinación de Vitamina B2 (Riboflavina) por 

Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) se empleó la metodología 

descrita en el Método AOAC 970.65 modificado y la norma ISO/IEC 17025 

que describe las directrices y parámetros para la validación del método 

asegurando la validez de los resultados. Los parámetros analíticos que se 

determinaron son: linealidad, rango de trabajo, límites de detección y 

cuantificación, precisión, exactitud e incertidumbre. Los resultados obtenidos 

muestran para la linealidad un coeficiente de correlación superior a r=0,999 

para cada curva de calibración, el LD es igual a 0,002 µg/ml y el LC es de 0,08 

µg/ml. El rango de trabajo comprende una concentración de 0,008 µg/ml de 

riboflavina como límite inferior y 1,003 µg/ml de riboflavina como límite 

superior. El coeficiente de variación por repetibilidad y reproducibilidad es 

menor al 3 y 5% respectivamente, para determinar la exactitud se consideró 

un Z-score que se encuentra dentro de los límites establecidos para cada 

MRC. Finalmente se determinó una Incertidumbre Combinada y Expandida 

para los tres primeros niveles establecidos de +/-0,04 y +/-0,08 mg de vitamina 

B2 por cada 100 g de muestra respectivamente. Para el último nivel se 

estableció un valor de Incertidumbre Combinada de +/-0,05 e Incertidumbre 

Expandida igual a +/-0,09 mg de vitamina B2 por cada 100 g de muestra, 

trabajando a un intervalo de confianza del 95% con un factor de cobertura k=2.  

Palabras claves: Validación, Ecuachemlab Cía. Ltda., incertidumbre. 
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ABSTRACT 

The validation of analytical methods is an essential process that laboratories 

must implement to ensure that the results of analyzes are reliable and 

reproducible with a basis and statistical analysis. Similarly, the methodology 

used for validation shows a great performance in working conditions of 

Ecuachemlab. For the determination of Vitamin B2 (Riboflavin) using high-

performance liquid chromatography (HPLC), the methodology described in the 

AOAC 970.65 Method modified and ISO / IEC 17025 were used. They describe 

the guidelines and parameters for validation of the method used to ensure the 

validity results. The analytical parameters determined for method validation 

are linearity, working range, detection and quantification limits, precision, 

accuracy and uncertainty. The results, for linearity show a coefficient of 

correlation higher than r = 0.999 for each calibration curve, LD is equal to 0.002 

ug / ml and the LC is 0.08 ug / ml. The working range comprises a 

concentration of 0.008 mg / ml of riboflavin as a lower limit and 1,003 ug / ml 

of riboflavin as an upper limit. The coefficient of variation for repeatability and 

reproducibility is less than 3 and 5% respectively. To determine the accuracy, 

a Z-score within the limits for each MRC was considered. Finally it was 

identified a combined and expanded uncertainty for the first three levels set of 

+/- 0.04 and +/- 0.08 mg vitamin B2 per 100 g of sample respectively. For the 

last level value it was established an uncertainty value of 0.05 +/- combined 

and expanded uncertainty equal to +/- 0.09 mg vitamin B2 per 100 g of sample, 

working at a confidence interval of 95% with a coverage factor k = 2. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La validación de métodos analíticos es un proceso mediante el cual se 

establece que un método cumple con las características de desempeño y los 

requerimientos de las aplicaciones analíticas pretendidas. El resultado de la 

validación es probar la aptitud de los métodos, documentar su validez y 

cumplir con los estándares de calidad (EURACHEM, 2005; Pappa, 2013). El 

principio del método para la extracción y cuantificación de la vitamina B2 

consiste en un tratamiento enzimático de la muestra, seguido por una 

hidrólisis ácida, para luego ser leído por HPLC. Finalmente el principio activo 

es detectado por el espectrofluorómetro (Horwitz & Latimer, 2012). 

 

La cromatografía permite la separación de componentes de una mezcla para 

poder ser detectados posteriormente (Swadesh, 2000). La técnica de análisis 

de elución y más reportada bibliográficamente para la determinación de 

vitaminas es la técnica cromatográfica, gaseosa y de líquidos donde se utiliza 

por lo general en fase normal columnas de sílice y en fase reversa columnas 

tradicionales C18 (Sierra, y otros, 2007). 

 

La riboflavina es una vitamina involucrada en la producción de energía en la 

cadena de transporte de electrones. La ingesta de alimentos que contengan 

esta vitamina es necesaria para el correcto funcionamiento del cuerpo 

humano (Bueno, y otros, 2009), siendo la necesidad de ingesta diaria en una 

persona adulta de alrededor 1,6 mg/día (Viñas, y otros, 2004). Esta se 

encuentra principalmente en la carne, pescado, lácteos y en los vegetales de 

color verde (Souza, Ferreira, Bezerra, & Aoyama, 2005), es por este motivo 

que la determinación de esta vitamina dentro de la industria de los alimentos 

es imprescindible. Dentro de los métodos más utilizados para la cuantificación 

de dicha sustancia figuran los fluorimétricos, microbiológicos y 

espectrofotométricos, sin embargo, la cromatografía líquida (HPLC) presenta 

ventajas sobre los métodos citados debido a la gran sensibilidad y 

especificidad que ha demostrado en el análisis de vitaminas (Bueno, y otros, 

2009). 
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El presente trabajo tiene la finalidad de validar una metodología analítica para 

la determinación de Riboflavina (Vitamina B2) en el Laboratorio Ecuachemlab 

Cía. Ltda. El proceso de validación descrito en el trabajo de titulación está 

constituido por los siguientes parámetros: linealidad, límites de detección y 

cuantificación, límites de repetibilidad y reproducibilidad, precisión, exactitud 

e incertidumbre. 
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CAPITULO I 

 

EL PROBLEMA 

 

1.1 Tema de Investigación 

 

Determinación de Vitamina B2 (Riboflavina) por Cromatografía Líquida de Alta 

Eficacia (HPLC) en el Laboratorio Ecuachemlab Cía. Ltda. 

 

1.2 Justificación 

 

La validación de métodos es un componente esencial que un laboratorio debe 

implementar para producir datos analíticos fiables, evalúa el desempeño del 

método y establece un valor de incertidumbre, acorde con el Servicio de 

Acreditación Ecuatoriano (SAE) y basados en la Norma Internacional para 

laboratorios de ensayo y calibración NTE INEN ISO/IEC 17025.  

 

Entre los diferentes tipos de laboratorios, se encuentran los orientados al 

análisis de alimentos y se encargan de emitir resultados válidos para cada uno 

de sus parámetros.  

 

Uno de los laboratorios que ofrece este servicio es Ecuachemlab Cía. Ltda. 

Los clientes potenciales para el laboratorio son las Industrias en Alimentos y 

productos procesados, que realizan estrictos controles de calidad para 

garantizar al cliente que sus productos cumplen con las especificaciones 

técnicas y nutricionales. 

 

Es de gran importancia conocer el valor nutricional que proporcionan los 

alimentos en la dieta, un grupo muy destacado son las vitaminas, que cumplen 
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funciones específicas en los seres humanos. Por esta razón es necesario 

desarrollar e implementar un método para cuantificar la Vitamina B2 

(Riboflavina) por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC), cumpliendo 

con las directrices establecidas en el Laboratorio Ecuachemlab Cía. Ltda. 

 

1.3 Objetivos 

 

1.3.1 Objetivo General 

 

Determinar la concentración de Vitamina B2 (Riboflavina) por Cromatografía 

Líquida de Alta Eficacia (HPLC) en el Laboratorio Ecuachemlab Cía. Ltda. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Elaborar un procedimiento para la determinación de Vitamina B2 

(Riboflavina) por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC). 

2. Determinar los parámetros analíticos de validación. 

3. Establecer la aplicabilidad del método para la determinación de 

Vitamina B2 (Riboflavina) por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia 

(HPLC). 
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CAPÍTULO II 

 

2 MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Antecedentes Investigativos 

2.1.1 Validación de Métodos 

La validación de un método analítico es el proceso que permite demostrar que 

los resultados obtenidos son fiables y repetibles, y que el método es adecuado 

para su respectiva aplicación en el laboratorio (Crubellati & Di Risio, 2009).  

El resultado de la validación es probar la aptitud de los métodos y documentar 

su validez, mediante la determinación de parámetros analíticos de calidad. 

Además la validación determina con fundamento estadístico que el método es 

adecuado para los fines previstos (Duffau, y otros, 2010).  

 

En base a la Guía para la Validación (EURACHEM, 2005), se establecieron 

los siguientes parámetros: la linealidad que define la habilidad del método 

para obtener resultados de prueba proporcionales a la concentración del 

analito.  

 

El límite de detección es la menor concentración del analito presente en una 

muestra que puede medirse con una certeza estadística razonable y el límite 

de cuantificación es la menor concentración de un analito que puede 

determinarse con una precisión (repetibilidad) y una exactitud aceptables bajo 

las condiciones establecidas de prueba. El límite de repetibilidad (Lr) y el límite 

de reproducibilidad (LR)  corresponden al valor menor o igual a aquél de la 

diferencia absoluta entre dos resultados de prueba individuales, obtenidos 

bajo condiciones de repetibilidad  y reproducibilidad, el cual se espera con una 

probabilidad de 95%. 
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La exactitud es la proximidad de concordancia entre el resultado de una 

medición y el valor de referencia aceptado. Mientras que el valor de 

incertidumbre corresponde al parámetro asociado al resultado de una 

medición que caracteriza la dispersión de los valores que podrían atribuirse 

razonablemente al mensurando (EURACHEM, 2005). 

  

2.1.2 Método para la determinación de Riboflavina 

Existen diversos métodos y técnicas que permiten determinar la concentración 

de vitaminas, estos métodos incluyen ensayos microbiológicos, técnicas de 

espectrofotometría, fluorimetría, quimioluminiscencia, la espectrometría de 

absorción atómica, electroforesis capilar y finalmente la cromatografía de 

líquidos de alta resolución (HPLC) (Skoog, y otros, 2001; Li & Chen, 2001). 

 

La HPLC se ha aplicado con éxito para el análisis de la vitamina B2 en 

diferentes matrices biológicas. Este método proporciona sensibilidad y 

selectividad y supera algunos de los problemas asociados con los métodos 

químicos (Lacueva, Mattivi, & Tonon, 1998). Los métodos de HPLC 

proporcionan una separación rápida, un alto grado de resolución, 

reproducibilidad, y cuantificación de vitaminas aplicando diferentes métodos 

de detección y preparación (Chatzimichalakis, y otros, 2004).  

 

La HPLC con detección de fluorescencia se ha utilizado ampliamente para la 

determinación de riboflavina en productos alimenticios (Tang, Cronin, & 

Brunton, 2006). La fluorometría es un fenómeno electrónico de emisión 

molecular que se presenta inmediatamente después de aplicarle al analito una 

fuente luminosa como energía de excitación. La vitamina B2 presenta gran 

fluorescencia inherente y puede detectarse muy específicamente con alta 

sensibilidad a un pH neutro (Ovalles, y otros, 2002).  
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El método para la extracción de riboflavina implica una hidrólisis ácida en 

ebullición que libera la riboflavina presente en las proteínas. Sin embargo la 

hidrólisis enzimática asegura una completa extracción de la vitamina asociada 

a los grupos ésteres de fosfato de las muestras analizadas (Tang, Cronin & 

Brunton, 2006; Viñas, y otros, 2004). 

 

2.1.3 Importancia de las vitaminas 

Las vitaminas son compuestos orgánicos que cumplen funciones vitales en el 

organismo (Melo & Cuamatzi, 2007). Las vitaminas son constituyentes 

naturales de los alimentos y se dividen en dos grupos principales, las que 

presentan solubilidad en agua denominadas hidrosolubles y las que son 

solubles en grasa conocidas como liposolubles (Vidović, y otros, 2008).   

 

Las vitaminas hidrosolubles participan como coenzimas en los procesos 

ligados al metabolismo de los nutrientes orgánicos como: hidratos de carbono, 

lípidos y proteínas. Pertenecen a este grupo las vitaminas del complejo  B, el 

ácido fólico, ácido pantoténico,  biotina y la vitamina C (Melo & Cuamatzi, 

2007). 

 

La vitamina B2 o riboflavina interviene en reacciones de producción de energía 

para los procesos biológicos, es precursora de las coenzimas FMN (Flavin 

Mono Nucleótido) y del FAD (Flavin Adenin Dinucleótido) indispensables para 

la actividad enzimática de las flavoproteínas implicadas en procesos 

metabólicos de óxido-reducción, favorece la formación de anticuerpos y 

glóbulos rojos (Melo & Cuamatzi, 2007; Gil, Umaña, Pinillos. Lopera & 

Gallardo, 2014). 
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2.2 Hipótesis 

2.2.1 Hipótesis Nula  

El método para la determinación de Vitamina B2 (Riboflavina) cumple con los 

objetivos de validación y estándares de calidad establecidos. 

2.2.2 Hipótesis Alternativa  

El método para la determinación de Vitamina B2 (Riboflavina) no cumple con 

los objetivos de validación y estándares de calidad establecidos. 

 

2.3 Señalamiento de variables de la hipótesis 

2.3.1 Variable Independiente  

Método por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPCL). 

 

2.3.2 Variable Dependiente  

Determinar la concentración de Vitamina B2 (Riboflavina). 
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CAPÍTULO III 

 

3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Materiales 

 Materiales de Referencia Certificados por el National Institute of 

Standards & Technology (NIST), (Standard Reference Material ® 1849a 

(MRC-78) y ® 3233 (MRC-77),  USA).    

 Columna para HPLC C18 (4,6 x 250) mm, 5µm  (Agilent ZORBAX, 

USA).  

 Termómetro (Thermo Scientific, USA). 

 Pipetas automáticas (Oxford, USA).   

 Balones de aforo  

 Viales (Agilent ZORBAX, USA) para HPLC. 

 Micro filtro poro 0,45 µm×13mm (Amp®, USA). 

 Agua desmineralizada tipo 1 

3.1.1 Equipos 

 HPLC  (Perkin Helmer series 2000, USA). 

 Software de análisis certificado versión N200 (Chromatography Data 

System, SURWIT TECHNOLOGY INC, Hangzhou-China). 

 Detección por fluorometría (Espectrofluorómetro Perkin Helmer series 

2000, USA). 

 Equipo de Sistema de purificación de agua MILLI Q-SYSTHESIS Millipore 

SAS67120 MOISHEI (Merck, USA). 

 Balanza Analítica (Mettler Toledo modelo AX 05, México). 

 Baño de agua marca (Thermo Scientific modelo 2865, USA). 

 Ultrasonido (Spectrum, USA).  

 PH-metro (Mettler Toledo, México) 
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3.1.2 Reactivos 

 Ácido Clorhídrico fumante 37% (Merck, Alemania).  

 Acetato de Sodio Anhidro  AR/ACS  CH3COONa (LOBA Chemia, India). 

 N,N-Dimetilformamida grado HPLC (Merck, Alemania). 

 Fosfato dibásico de potasio K2HPO4 (LOBA Chemia, India). 

 Ácido acético glacial concentrado (Merck, Alemania). 

 Alfa-amilasa  (Amp®, USA).  

 Papaína (Amp®, USA).  

 Estándar de Vitamina B2 (Riboflavina), (CHEM SERVICE INC, USA). 

 

3.2 Metodología 

La metodología que se empleó para la consecución del trabajo experimental 

es el Método AOAC 970.65 modificado, Método fluorométrico por HPLC 

(Horwitz & Latimer, 2012). 

 

3.2.1 Preparación de la Fase Móvil (K2HPO4 10 mM:N, N-

Dimetilformamida proporción 70:30) 

Para la preparación de la solución de K2HPO4 10 mM, se pesaron 1,70 g de 

fosfato dibásico de potasio y se disolvió con 500 mL de agua desmineralizada. 

Seguidamente se colocó en un ultrasonido (Spectrum, USA) durante 10 

minutos aproximadamente, hasta que se haya disuelto en su totalidad. La 

solución fue retirada hasta que se encontró a temperatura ambiente para ser 

llevada a un volumen final de 1 L con agua desmineralizada y ajustar el pH a 

7,2 con HCl 1N. 

 

La fase móvil se preparó tomando 700 mL de K2HPO4 10 mM junto con 300 

mL del reactivo N, N-Dimetilformamida en una botella de tapa azul, se llevó a 

un ultrasonido por 15 minutos con el fin de homogenizar la solución y eliminar 

las burbujas presentes en la solución. 
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3.2.2 Preparación de la curva de calibración 

3.2.2.1 Preparación del Estándar 

En una balanza analítica (Mettler Toledo, México) se pesó 25,2 mg de 

estándar de riboflavina en un vaso de precipitados. Seguidamente se 

añadieron 25 mL de agua desmineralizada y se llevó a un ultrasonido por 5 

minutos hasta que se disuelva completamente. Se trasvasó cuantitativamente 

a un balón volumétrico de 500 mL junto con 100 µL de ácido acético glacial. 

Finalmente se aforó con agua desmineralizada.  

 

Dado que la solución estándar de riboflavina es fotosensible y tiende a 

degradarse con facilidad, se envolvió con papel aluminio dicha solución con 

el fin de evitar que absorba luz y se refrigeró para preservarla durante 3 

meses. Esta solución fue utilizada para realizar cinco curvas de calibración en 

condiciones de reproducibilidad. 

 

3.2.2.2 Preparación de los estándares 

Se tomaron 5 mL de la solución estándar de riboflavina y se transfirieron a un 

balón de 50 mL para ser aforado con agua desmineraliza. A partir de esta 

dilución, se tomaron alícuotas de 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10.0 mL y se aforó cada 

una de ellas a 50 mL con agua desmineralizada. Se colocaron en un 

ultrasonido durante 5 minutos. Finalmente se microfiltraron en viales, para 

posteriormente ser leídas por HPLC.  

 

3.2.3 Preparación de la muestra 

En la Tabla 1, se reportan los códigos utilizados para la identificación de los 

materiales de referencia.  
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Tabla 1. Materiales de Referencia 

Material de 
referencia 

(MR) 

Harina Ya 
fortificada 

Cerelac-
Nestlé 

Pediasure-
Abbott 

Nutricalcin-
SERES 

Código MR-10 MR-60 MR-63 MR-64 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

3.2.3.1 Hidrólisis Enzimática 

Se pesó 1 g de todos los materiales de referencia a excepción del  MR-64 

para el cual se pesó 0,5 g de muestra en un Erlenmeyer, los pesos de cada 

material de referencia se muestra en el apartado 4.1 (Obtención de los datos 

primarios). Seguido, se adicionaron 0.2 g de alfa-amilasa junto con 0.25 g de 

papaína. Se añadieron 20 mL de agua destilada a una temperatura de 45-

50ºC.  

 

Finalmente se cubrieron los Erlenmeyers con papel aluminio y se llevaron a 

un baño termorregulador (Thermo Scientific, USA) a 50ºC por 30 minutos. 

 

3.2.3.2 Hidrólisis ácida 

Se retiraron las muestras del baño termorregulador y se añadió a cada una 15 

mL de agua desmineralizada junto con 2.5 mL de HCl 1N. Se colocaron en un 

baño maría hirviente por 30 minutos agitando ocasionalmente para evitar la 

formación de grumos. Una vez transcurrido el tiempo se dejó enfriar a 

temperatura ambiente y se agregó 2.5 mL de acetato de sodio anhidro 2.5 M.  

 

A continuación se transfirió cuantitativamente a un balón de 50 mL (volumen 

final) y se aforó con agua desmineralizada. Finalmente se realizó un filtrado 

de las diferentes muestras para luego microfiltrar aproximadamente 1 mL en 

los viales.    
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3.2.4 Preparación del blanco 

El procedimiento para la preparación del blanco es similar al descrito en el 

apartado anterior, a excepción de que no se incluyó ningún material de 

referencia. 

 

3.2.5 Condiciones Cromatrográficas 

Se colocó la columna (Agilent ZORBAX, USA)  dentro del termostato del HPLC 

(Perkin Helmer, USA) estableciendo una temperatura de 40°C y verificando 

que la dirección del flujo especificada en la columna sea la correcta. Luego se 

acondicionó el equipo y la columna bombeando la fase móvil previamente 

preparada a un flujo de 0,2 mL/min durante 30 minutos.  Una vez transcurrido 

este tiempo se aumentó el flujo a 0,7 mL/min. Cada muestra se detectó por el 

espectroflorímetro (Perkin Helmer, USA), a longitudes de onda de excitación 

de 450 nm y 528 nm de emisión. Finalmente se colocaron los viales en el 

automuestreador y se programó el volumen de inyección de 10 uL para todas 

muestras. 

 

3.2.6 Obtención del Cromatograma 

Una vez controladas las condiciones cromatográficas, con la ayuda del 

Software de análisis (Chromatography Data System, SURWIT 

TECHNOLOGY INC, Hangzhou-China), se programó el tiempo de corrida (11 

min) por muestra. Este tiempo debe ser igual al tiempo programado 

manualmente en el automuestreador del HPCL. Se estableció la ubicación del 

cromatograma y el prefijo con el que será guardado, por ejemplo (B2-08-03-

21043).  

 

A continuación se verificó la línea base en el software y se programó en el 

automuestrador la ubicación del vial que contiene la muestra. El tiempo de 

retención de la vitamina B2 es de 9 minutos aproximadamente (Anexo A). Una 

vez transcurrido el tiempo de corrida, cada cromatograma se guarda 

automáticamente. Los parámetros tales como el flujo, temperatura de la 
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columna, tipo de detector y volumen de inyección fueron controlados 

manualmente de acuerdo al procedimiento de validación y el método AOAC 

antes mencionado.  

 

3.2.7 Análisis e Interpretación del Cromatograma  

En el software de análisis se crearon cinco curvas de calibración utilizando los 

cromatogramas respectivos para cada una. Una vez cargadas las curvas, el 

programa automáticamente determina por linealidad las concentraciones de 

las muestras en unidades de µg riboflavina/mL de solución.  

 

3.3 Validación del método 

Se realizó la validación del método en una sola matriz para alimentos, para el 

desarrollo del proceso se estableció un diseño de un solo factor 

completamente aleatorizado (DCA) con cuatro niveles de concentración (MR) 

y el blanco. La respuesta experimental es la concentración de vitamina B2 

expresada en mg de riboflavina/100 g muestra que se representa en la Tabla 

2. 

Tabla 2. Niveles establecidos para la Validación 

 NIVEL 

Descripción Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 

Material de 
referencia 

(MR) 

Harina Ya 
fortificada 

Cerelac-
Nestlé 

Pediasure-
Abbott 

Nutricalcin-
SERES 

Código MR-10 MR-60 MR-63 MR-64 

Concentración 
bibliográfica 
mg/100 g de 

muestra 

0,25 0,45 0,98 10 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 
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3.4 Parámetros de validación 

Los parámetros que se evaluaron para la validación del método son: 

linealidad, límites de detección y cuantificación, rango de trabajo, presición, 

exactitud e incertidumbre.  

 

3.4.1 Linealidad 

Se realizaron cinco curvas de calibración de acuerdo a la metodología descrita 

en el apartado 3.2.2 (Preparación de la curva de calibración). Se realizó la 

estimación de la ecuación de la recta, bajo condiciones de reproducibilidad y 

se determinó el valor del coeficiente de correlación lineal que considera un 

criterio de aceptabilidad igual o superior a r ≥ 0,999. La ecuación que se utilizó 

para determinar la linealidad del método es la siguiente:   

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏  

Ec.1  

Dónde: 

y = Área que representa cada estándar (u2)   

x= Concentración del estándar de riboflavina  (µg/ml) 

m= Pendiente de la recta 

b= Ordenada al origen 

 

Se prepararon cinco estándares de vitamina B2 y se leyeron por HPLC, como 

función respuesta se obtuvieron las áreas de cada estándar. En el Anexo A 

se muestran los cromatogramas obtenidos para la primera curva realizada. 

Estos valores se utilizaron para graficar la curva de calibración y este 

procedimiento se realizó en el transcurso de 5 días por los dos técnicos en 

condiciones de reproducibilidad, con el fin de obtener 5 rectas de calibrado.  
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Tabla 3. Modelo para la estimación de la linealidad 

Eje X 

Concentración 

(µg/ml) 

Eje Y (Área u2) 

Curva 1 
Téc. 1 

Curva 2 
Téc. 2 

Curva 3 
Téc. 1 

Curva 4 
Téc. 2 

Curva 5 
Téc. 1 

X1 C1-Y1 C2-Y1 C3-Y1 C4-Y1 C5-Y1 

X2 C1-Y2 C2-Y2 C3-Y2 C4-Y2 C5-Y2 

X3 C1-Y3 C2-Y3 C3-Y3 C4-Y3 C5-Y3 

X4 C1-Y4 C2-Y4 C3-Y4 C4-Y4 C5-Y4 

X5 C1-Y5 C2-Y5 C3-Y5 C4-Y5 C5-Y5 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
 

Con el fin de asegurar que las curvas de calibración se ajustan correctamente 

al modelo matemático de la ecuación de la recta [Ec.1], se calcularon los 

valores de la ordenada al origen (b), la pendiente (m) y el coeficiente de 

correlación lineal (r) superior a 0,999.  

Además se aplicó el método de mínimos cuadrados para confirmar que la 

suma de los cuadrados de las distancias verticales entre cada punto 

experimental sea mínima o tienda a cero para las curvas de calibración (Miller, 

2008) y asegurar estadísticamente la confiabilidad y exactitud de las curvas 

realizadas. Se determinó el valor de la pendiente [Ec.2], ordenada en el origen 

[Ec.3], coeficiente de correlación lineal [Ec.4], desviación estándar de la 

pendiente [Ec.5],desviación estándar de la ordenada [Ec.6] y error tipo [Ec.7]. 

𝑚 =
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)(𝑦𝑖 − 𝑦̅)𝑛

𝑖=1

∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2𝑛
𝑖=1

 

Ec.2 

 

𝑏 = 𝑦̅ − 𝑚𝑥̅ 

Ec.3 
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𝑟 =
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)(𝑦𝑖 − 𝑦̅)𝑛

𝑖=1

√∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2 ∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)2𝑛
𝑖=1

𝑛
𝑖=1

 

Ec.4 

 

𝑆𝑚 =

√∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)𝑛
𝑖=1

2
− [𝑚2 ∑(𝑥𝑖 − 𝑥̅)2]

𝑛 − 2

√∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2𝑛
𝑖=1

 

Ec.5 

 

𝑆𝑏 = √
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)𝑛

𝑖=1
2

− [𝑚2 ∑(𝑥𝑖 − 𝑥̅)2]

𝑛 − 2
×

√

1

𝑛 −
(∑ 𝑥𝑖)2

∑ 𝑥𝑖
2

 

Ec.6 

𝑆𝑦𝑥 = √
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)𝑛

𝑖=1
2

− [𝑚2 ∑(𝑥𝑖 − 𝑥̅)2]

𝑛 − 2
 

Ec.7 

 

Dónde: 

x= datos de concentración 

y= datos de área 

x̅= media de datos de concentración 

y̅= media de datos de área 

m= pendiente 

n= número de datos 

 

Límite de Detección (LD) 

Se prepararon 10 blancos independientes y se determinó el promedio del 

ruido generado en cada cromatograma que es igual a la desviación estándar. 
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Según la Guía de Validación (EURACHEM, 2005) el LD es igual a 3 veces la 

desviación estándar. 

𝐿𝐷 = 3 (𝑠)  

Ec.8 

Dónde: 

LD = Límite de detección 

s= desviación estándar (promedio del ruido generado) 

Para expresar ésta área en unidades de concentración (µg de riboflavina por 

ml de solución de riboflavina) se comparó este valor con la concentración y el 

área obtenidos en el primer estándar de la curva de calibración [Ec.9]. 

Cálculo del LD: 

𝐿𝐷 =
𝐶𝐸𝑠𝑡  (µg/mL)

 𝐴𝐸𝑠𝑡 (𝑢2)
× 𝐴𝐿𝐶(𝑢2) =

𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝑅𝑖𝑏𝑜𝑓𝑙𝑎𝑣𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 

 

Ec.9 

Dónde: 

CEst= Concentración del estándar  

AEst= Área del estándar  

ALD = Área del LD 

 

3.4.2 Límite de Cuantificación (LC) 

Se prepararon 10 blancos independientes y se determinó el ruido generado 

en cada cromatograma que es igual a la desviación estándar. Según la Guía 

de Validación (EURACHEM, 2005) el LC es igual a 10 veces la desviación 

estándar. 

𝐿𝐶 = 10 (𝑠)  

Ec.10 
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Dónde: 

LC = Límite de cuantificación 

s= desviación estándar (promedio del ruido generado) 

Para expresar ésta área en unidades de concentración (µg de riboflavina por 

ml de solución de riboflavina) se comparó este valor con la concentración y el 

área obtenidos en el primer estándar de la curva de calibración [Ec.11]. 

Cálculo del LC: 

 

𝐿𝐶 =
𝐶𝐸𝑠𝑡 (µg/mL)

 𝐴𝐸𝑠𝑡 (𝑢2)
× 𝐴𝐿𝐶(𝑢2) =

𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝑅𝑖𝑏𝑜𝑓𝑙𝑎𝑣𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 

Ec.11 

Dónde: 

CEst= Concentración del estándar  

AEst= Área del estándar  

ALC = Área del LC  

 

3.4.3 Rango de trabajo 

Se estableció el rango de trabajo tomando el valor del LC como límite inferior, 

y el valor de concentración donde la curva de calibración se desvía de la 

linealidad (última concentración del estándar en la curva de calibración) como 

límite superior para la determinación de vitamina B2. 

 

3.4.4 Precisión 

Se determinó la precisión del método bajo condiciones de repetibilidad y 

reproducibilidad, con los resultados obtenidos se realizó un análisis de 

varianza (ANOVA) en los cuatro niveles de concentración establecidos. El 

modelo aplicado a cada nivel de concentración se muestra en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Modelo para el análisis de varianza (ANOVA) aplicado a cada 

nivel de concentración 

 
NIVEL  

(mg/100g) 

Réplica Técnico 1 Técnico 2  

1 R1-1 R1-2 

2 R2-1 R2-2 

3 R3-1 R3-2 

4 R4-1 R4-2 

5 R5-1 R5-2 

6 R6-1 R6-2 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Se compararon los valores de F experimental y de F crítico reportado en la 

tabla de ANOVA por nivel. Además se determinó el %CV no mayor al 3% y 

5% en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad respectivamente 

(EURACHEM, 2005). 

 

3.4.4.1 Repetibilidad 

Se realizaron 6 repeticiones por técnico de cada material de referencia. Para 

asegurar la validez de los datos se calculó el límite de repetibilidad (Lr) [Ec.14], 

la desviación estándar por repetibilidad (Sr) [Ec.12] y el coeficiente de 

variación (% cvr) [Ec.13] menor o igual al 3%.  

𝑆𝑟 =  √𝐶𝑀𝐸 

Ec.12 

%𝐶𝑉𝑟 =
𝑆𝑟

𝑋̅
× 100 

Ec.13 

Dónde: 

CME= Cuadrados medios dentro de los grupos 

𝑋̅ = Promedio de los datos  
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En base a la Guía (EURACHEM, 2005), el Lr se da por la Ec.14.  

𝐿𝑟 = 𝑡∞ × √2 × 𝑆𝑟 

Ec.14 

Dónde: 

𝑡∞= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un nivel de confianza del 95% 

es 1,96) 

𝑆𝑟 = desviación estándar medida bajo condiciones de repetibilidad 

 

3.4.4.2 Reproducibilidad 

Se obtuvieron 6 datos de cada técnico por nivel y se determinó el límite de 

reproducibilidad (LR) [Ec.17], la desviación estándar por reproducibilidad (SR) 

[Ec.15] y el coeficiente de variación (%CVR) [Ec.16] menor o igual al 5%. 

𝑆𝑅 = √𝑆𝑟
2 +

𝐶𝑀𝑇𝑟 − 𝐶𝑀𝐸

𝑛
 

Ec.15 

%𝐶𝑉𝑅 =  
𝑆𝑅

𝑋̅
× 100 

Ec.16 

CME= cuadrados medios dentro de los grupos (error) 

CMTr= cuadrados medios entre grupos (tratamientos) 

𝑛= número de repeticiones  

X̅= Promedio 

En base a la Guía (EURACHEM, 2005), LR se da por la Ec.  

𝐿𝑅 = 𝑡∞ × √2 × 𝑆𝑅 

Ec.17  
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Dónde: 

𝑡∞= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un nivel de confianza del 95% 

es 1,96) 

𝑆𝑅 = desviación estándar medida bajo condiciones de reproducibilidad 

 

3.4.5 Tratamiento estadístico 

Con el fin de establecer si la metodología de validación para el análisis de 

presición, se encuentra dentro de un parámetro aceptable y confiable, se 

utilizó la hoja de cálculo Excel y el paquete estadístico Infostat. Es 

recomendable utilizar pruebas de significancia estadísticas en el proceso de 

validación para comprobar si los datos obtenidos no presentan diferencia 

significativa, para lo cual se aplicó la Prueba F-Fisher. 

 

Adicionalmente, como se describe en el apartado 3.4.4 (Presición), se realizó 

un análisis estadístico conocido como análisis de varianza (ANOVA), para 

comparar las diferencias entre cada grupo de datos, es decir, los resultados 

obtenidos por los dos técnicos y dentro de cada grupo de datos.    

  

3.4.6 Exactitud 

Se determinaron tres concentraciones por MRC en tres días consecutivos en 

unidades de mg de riboflavina/Kg de muestra. La media se comparó con los 

resultados reportados en el certificado otorgado por el NIST. Adicionalmente 

se calculó el Zscore [Ec.18], los resultados obtenidos deben estar dentro del 

rango -2 y 2 para comprobar la capacidad del método y obtener resultados lo 

más próximos a un valor verdadero.   

𝑍𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝑋̅ − 𝑋𝑖

𝑈
 

Ec.18 
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Dónde: 

Xi = Valor reportado en el certificado  

𝑋̅ = Media de los valores obtenidos  

U = Incertidumbre del MRC 

 

3.4.7 Incertidumbre 

Para el cálculo de la Incertidumbre, se tomó como referencia la Guía para la 

Cuantificación de la Incertidumbre en Mediciones Analíticas 

(EURACHEM/CITAC, 2012). La estimación de la incertidumbre asociada a 

una medición se puede resumir en 4 etapas. 

 

Figura 1. Etapas para la estimación de la Incertidumbre  

Se identificaron las principales contribuciones a la Incertidumbre de acuerdo 

a la ley de propagación de las incertidumbres conocida también como Ley de 

Taylor. Las incertidumbres que intervienen tanto para la preparación de la 

muestra y curva de calibración, deben ser expresadas como desviación 

estándar, y el resultado se conoce como Incertidumbre Estándar (µy) para 

cada variable. 

 

•Escribir una explicación clara de que es lo que está 
siendo medidoEspecificación

•Para cada parámetro en esta relación, listar las posibles 
fuentes de incertidumbre

Identificación de las 
fuentes de 

incertidumbre

•Medir o estimar el tamaño de la incertidumbre 
asociada con cada fuente potencial de incertidumbre 
identificada

Cuantificación de los 
componentes de la 

incertidumbre

•Combinar los componentes de incertidumbre 
cuantificados expresados como desviaciones estándar

Cálculo de la 
incertidumbre total 

(Combinación)
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Incertidumbre estándar por repetibilidad 

𝜇𝑟 =
𝑆𝑟

√𝑛
 

Ec.19 

Incertidumbre estándar por reproducibilidad 

𝜇𝑅 =
𝑆𝑅

√𝑛
 

Ec.20 

Dónde: 

𝑆𝑟= desviación estándar de repetibilidad 

𝑆𝑅= desviación estándar de reproducibilidad 

𝑛= número de datos 

Incertidumbre estándar a partir de certificados de calibración 

𝜇 =
𝑈

𝑘
 

Ec.21 

Dónde: 

𝑈= incertidumbre expandida 

𝑘 =factor de cobertura 

Incertidumbre estándar a partir de tolerancia del material volumétrico 

(considerando una distribución triangular) 

𝜇𝑀𝑉 =
𝑈𝑚á𝑥

√6
 

Ec.22 

Dónde: 

𝑈 𝑚á𝑥= incertidumbre máxima del material 

Para estimar la Incertidumbre Estándar Combinada (u) se utilizó la siguiente 

ecuación:   
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𝜇𝐶(𝑦) = √∑𝜇𝑦
2 

Ec.23 

Dónde: 

 𝜇𝐶(𝑦)= Incertidumbre Estándar Combinada 

µy= Incertidumbre estándar de cada variable involucrada 

Incertidumbre combinada de concentración 

𝜇𝐶𝑜𝑛𝑐(𝑦) = 𝑦√∑ (
𝜇𝑝

𝑝
)

2

 

Ec.24 

Dónde: 

 𝜇𝐶(𝑦)= Incertidumbre Estándar Combinada 

µp/p= Incertidumbres de cada variable, expresadas como desviaciones 

estándar relativa de cada variable involucrada 

y= Concentración de la variable  

Además, se estimó la Incertidumbre Expandida (U) que es igual a la 

Incertidumbre Estándar combinada multiplicada por el factor de cobertura (k) 

[Ec.25].  

𝑈 = 𝜇𝐶(𝑦) × 𝑘 

Ec.25 

Dónde: 

𝜇𝐶(𝑦)= incertidumbre combinada 

k= factor de cobertura 

Sin embargo, es conveniente calcular el factor de cobertura (k), en una 

distribución t con un número efectivo de grados de libertad, a partir de la 

fórmula de Welch-Satterthwaite [Ec.26] a un nivel de confianza del 95% (GUM, 

2008). 
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𝜈𝑒𝑓𝑓 =
𝜇𝑦

4

∑
𝜇𝑖(𝑦)

4

𝜈𝑖

𝑛
𝑖=0

 

Ec.26 

Dónde: 

𝜇𝑦= incertidumbre combinada del método 

𝜇(𝑦)= incertidumbre estándar de cada componente 

𝑣𝑖= grados de libertad de cada componente 

Para obtener el valor de los grados de libertad para cada componente (𝑣𝑖) se 

debe tomar en cuenta lo siguiente: 

 Para incertidumbre tipo B 𝑣→ ∞ 

 Para incertidumbre tipo A 𝑣≈ 𝑛−1, 𝑛−2 ó 𝑛−3 (de acuerdo al número de 

variables involucradas y n corresponde al número de datos). 
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CAPÍTULO IV 

4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

La evaluación y el análisis de los resultados obtenidos en los ensayos de 

laboratorio se realizaron mediante la tabulación e interpretación de los 

mismos, para su posterior análisis estadístico. Para la determinación de la 

concentración de vitamina B2, en el transcurso del trabajo experimental, se 

obtuvieron seis réplicas por material de referencia. Los resultados obtenidos 

de dos técnicos fueron comparados con el fin de validar parámetros como 

repetibilidad y reproducibilidad. 

 

4.1 Obtención de los Datos Primarios 

4.1.1 Primer Nivel (MR-10) 

La concentración de vitamina B2 para el MR-10 se determinó mediante el 

análisis previo de los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (Anexo 

A). Los resultados obtenidos indican valores comprendidos entre 0,23 y 0,25  

mg/100 g de muestra para el técnico 1 (Tabla 5). Estos valores son similares 

a los obtenidos por el técnico 2 (Tabla 6), estableciendo que no existe 

variabilidad en la determinación de este material de referencia. 

 

Tabla 5. Datos Primarios MR-10. Técnico 1  

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,1003 0,055 0,24 

2 1,0601 0,051 0,24 

3 1,0644 0,049 0,23 

4 1,0680 0,050 0,23 

5 1,0742 0,049 0,23 

6 1,0020 0,047 0,24 

    𝑿̅ 0,23 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 



28 
 

Tabla 6. Datos Primarios MR-10. Técnico 2 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,0515 0,054 0,23 

2 1,0818 0,052 0,24 

3 1,0512 0,051 0,24 

4 1,1515 0,053 0,23 

5 1,0818 0,051 0,24 

6 1,1819 0,054 0,23 

    𝑿̅ 0,23 

  Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

4.1.2 Segundo Nivel (MR-60) 

La concentración de vitamina B2 para el MR-60 se determinó mediante el 

análisis previo de los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (Anexo 

A). Los resultados indican valores comprendidos entre 0,75 y 0,77  mg/100 g 

de muestra para el técnico 1 (Tabla 7). Estos valores son similares a los 

obtenidos por el técnico 2 (Tabla 8), estableciendo que no existe variabilidad 

en los datos para la determinación de este material de referencia. 

 

Tabla 7. Datos Primarios MR-60. Técnico 1 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,0001 0,153 0,76 

2 1,0815 0,162 0,75 

3 1,0302 0,157 0,76 

4 1,0109 0,156 0,77 
5 1,0301 0,159 0,77 

6 0,9899 0,149 0,75 

    𝑿̅ 0,76 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 
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Tabla 8. Datos Primarios MR-60. Técnico 2 
 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,0418 0,161 0,77 

2 1,0317 0,157 0,76 
3 1,0014 0,154 0,77 

4 1,1109 0,169 0,76 
5 1,1201 0,168 0,75 

6 1,0608 0,162 0,76 

    𝑿̅ 0,76 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

4.1.3 Tercer Nivel (MR-63) 

La concentración de vitamina B2 para el MR-63 se determinó mediante el 

análisis previo de los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (Anexo 

A). Los resultados obtenidos indican una media aritmética de 1,48 mg/100 g 

de muestra tanto para el técnico 1 (Tabla 9)  como para el técnico 2 (Tabla 10). 

Se estableció que no existe variabilidad en los datos para la determinación de 

este material de referencia. 

 

Tabla 9. Datos Primarios MR-63. Técnico 1 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,0009 0,291 1,45 

2 1,0513 0,314 1,49 

3 1,0998 0,326 1,48 

4 1,0198 0,305 1,50 

5 1,0315 0,308 1,49 

6 1,0520 0,314 1,49 

    𝑿̅ 1,48 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 
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Tabla 10. Datos Primarios MR-63. Técnico 2 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 1,0091 0,294 1,46 

2 0,9803 0,287 1,46 

3 1,0068 0,306 1,52 

4 1,0216 0,306 1,50 

5 1,0815 0,319 1,47 

6 1,0915 0,322 1,48 

    𝑿̅ 1,48 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

4.1.4 Cuarto Nivel (MR-64) 

La concentración de vitamina B2  para el MR-64 se determinó mediante el 

análisis previo de los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (Anexo 

A). Los resultados indican una media aritmética de 6,97 mg/100 g de muestra 

tanto para el técnico 1 (Tabla 11)  como para el técnico 2 (Tabla 12). Se 

estableció que no existe variabilidad en los datos para la determinación de 

este material de referencia. 

 

Tabla 11. Datos Primarios MR-64. Técnico 1 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 0,5003 0,695 6,95 

2 0,4925 0,688 6,99 

3 0,5121 0,714 6,97 

4 0,5229 0,728 6,96 

5 0,5389 0,754 7,00 

6 0,5512 0,771 6,99 

    𝑿̅ 6,97 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 
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Tabla 12. Datos Primarios MR-64. Técnico 2 

Réplica 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 0,5136 0,716 6,97 
2 0,5084 0,709 6,97 

3 0,5101 0,709 6,95 
4 0,5113 0,712 6,96 

5 0,4976 0,694 6,98 
6 0,5117 0,717 7,01 

    𝑿̅ 6,97 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

4.2 Linealidad 

Para determinar la concentración de riboflavina presente en los MR y MRC se 

realizaron cinco curvas de calibración en el transcurso de cinco días en 

condiciones de reproducibilidad. Con los datos obtenidos se graficó en el eje 

de las abscisas las concentraciones de los estándares de riboflavina en µg/ml 

y en el eje de las ordenadas el área que representa cada estándar expresadas 

en unidades cuadradas (u2) (ver Tabla 13). 

 

Tabla 13. Datos de las curvas de calibración para la determinación de 

riboflavina 

 Concent. 
Eje X 

(µg/ml) 

Eje Y (Área u2) 

Est. 
 

Curva 1 
Téc. 1 

Curva 2 
Téc. 2 

Curva 3 
Téc. 1 

Curva 4 
Téc. 2 

Curva 5 
Téc. 1 

1 0,100 381483,81 407491,06 391162,97 384407,00 383482,41 

2 0,251 914595,13 914147,00 887726,13 909208,00 903932,38 

3 0,501 1785637,50 1769295,88 1729818,88 1763064,75 1738980,38 

4 0,752 2608833,50 2548209,50 2617121,25 2617020,25 2675372,50 

5 1,003 3454139,50 3333729,50 3374134,50 3357896,00 3519159,25 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
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A continuación se representa gráficamente la estimación de la ecuación de la 

recta para cada curva de calibración y su respectivo valor del coeficiente de 

correlación lineal (r). 

 

 

Figura 2. Estimación de la ecuación de la recta. a) Primer día. r=0,9998. b) 
Segundo día. r=0,9994. c) Tercer día. r=0,9995. d) Cuarto día. r=0,9997. e) Quinto 
día. r=0,9998. 

 
Para cada una de las curvas realizas en condiciones de reproducibilidad, se 

obtuvieron coeficientes de correlación lineal que considera un criterio de 

aceptabilidad superior a r=0,999. En consecuencia, todas las curvas se 

ajustan al modelo lineal y al evaluar las rectas de calibrado obtenidas no existe 

diferencia. Además, se estimó por regresión lineal la concentración de 

riboflavina presente en cada muestra analizada en unidades de µg de 

riboflavina/ml de solución.  
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Adicionalmente se determinó por el método de mínimos cuadrados los valores 

globales de la ecuación de la recta, establecidos en el apartado 3.4.1. 

integrando todas las curva de calibración.  

 

Tabla 14. Estimación Lineal de las curvas en forma integrada 

Estadístico Valor Global 

m 3354855,59 

b 65113,26 

r 0,9999 

Sm 28802,33 

Sb 17737,07 

Syx 21089,92 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

 

Figura 3. Ecuación global de las curvas de calibración integradas para la 

determinación de riboflavina 

 

En base a la estimación global de la recta de calibrado (ver Tabla 14), se 

establecieron los límites superiores e inferiores de las curvas de calibración 

[Ec.27 y Ec.28], que determinan el rango de confianza de medición y así 

asegurar que las curvas realizadas posteriormente se encuentren dentro de 

estos los límites (ver Tabla 15). Si las curvas no se encuentran dentro de los 

límites establecidos es recomendable eliminar y corregir si fuese el caso. 
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Valor t-student 

𝑡𝑐𝑟𝑖𝑡=(1−𝛼;𝑣) 

𝑡𝑐𝑟𝑖𝑡=(0,05;3) 

𝑡𝑐𝑟𝑖𝑡= 2,353 

Límite superior 

𝐿𝑆 = 𝑏 + 𝑡𝑐𝑟𝑖𝑡 × 𝑆𝑦𝑥 

Ec. 27 

𝐿𝑆 = 65113,26 + (2,353 × 21089,92) 

𝐿𝑆 = 114737,83 𝑢2 

Límite inferior 

𝐿𝐼 = 𝑏 − 𝑡𝑐𝑟𝑖𝑡 × 𝑆𝑦𝑥 

Ec. 28 

𝐿𝐼 = 65113,26 − (2,353 × 21089,92) 

𝐿𝐼 = 15488,69 𝑢2 

 

Límites aplicados a cada concentración de estándar 

Cálculo demostrativo: Primer estándar (0,100 µg/mL) 

Á𝑟𝑒𝑎 = 3354855,59[𝐶𝑜𝑛𝑐] + 𝐿𝑆 

Á𝑟𝑒𝑎 = 3354855,59[0,100] + 114737,83 

Á𝑟𝑒𝑎 = 451216,43 𝑢2 

Á𝑟𝑒𝑎 = 3354855,59[𝐶𝑜𝑛𝑐] + 𝐿𝐼 

Á𝑟𝑒𝑎 = 3354855,59[0,100] + 15488,69 

Á𝑟𝑒𝑎 = 351967,28 𝑢2 
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Tabla 15. Límites de la recta de calibrado integrada (global) 

EST.  
(µg/mL) 

Límite 
superior (u2) 

Límite 
Inferior (u2) 

0,100 451216,43 351967,28 

0,251 955934,32 856685,18 

0,501 1797130,81 1697881,67 

0,752 2638327,30 2539078,16 

1,003 3579523,79 3314410,53 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

 

Figura 4. Límites de la recta de calibrado integrada (global) 

 

Con el fin de comparar la diferencia entre las curvas de calibración realizadas 

bajo condiciones de reproducibilidad, se estableció que no existe variabilidad 

en la función respuesta (área de cada estándar). Además se realizó un análisis 

global de las curvas obtenidas y se determinó que se puede utilizar cualquier 

curva para el análisis de las muestras en la determinación de vitamina B2. 

 

4.3 Límite de detección (LD)  

A continuación se reportan los resultados del ruido generado en los blancos 

preparados para determinar el LD y LC (ver Tabla 16). 

 

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

3500000

4000000

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Á
re

a 
(u

2
)

Concentración del Estándar µg/mL

Global- Curvas de Calibración
integradas

Límite superior

Límite inferior



36 
 

Tabla 16. Blancos preparados 

 

N° de 

corrida 

Ruido 
generado 
(Área u2) 

1 3066,083 

2 3025,515 

3 2970,800 

4 3028,257 

5 2629,000 

6 3299,300 

7 3210,670 

8 3105,357 

9 3290,716 

10 3258,605 

𝑿̅ 3088,430 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 

Cálculo del LD: 

𝐿𝐷 = 3(3088,430 𝑢2) 

𝐿𝐷 = 9265,291 𝑢2 

 

𝐿𝐷 =
0,1003 𝑢𝑔/𝑚𝐿

391162,969 𝑢2
× 9265,29 𝑢2 

𝐿𝐷 = 0,002
𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝑅𝑖𝑏𝑜𝑓𝑙𝑎𝑣𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
  

 

El valor del LD es igual a 0,002 µg de riboflavina por mL de solución, que 

determina la concentración mínima de vitamina B2 que puede ser detectada 

con una certeza razonable por HPLC bajo las condiciones de trabajo del 

equipo.  

 

Límite de cuantificación (LC) 

En la Tabla 16 se reporta el promedio del ruido generado de 10 blancos 

preparados para la determinación del LC. 
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Cálculo del LC: 

𝐿𝐶 = 10(3088,430 𝑢2) 

𝐿𝐶 = 30884,303 𝑢2 

𝐿𝐶 =
0,1003 𝑢𝑔/𝑚𝐿

391162,969 𝑢2
× 30884,303 𝑢2 

𝐿𝐶 = 0,008
𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝑅𝑖𝑏𝑜𝑓𝑙𝑎𝑣𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
  

 

El LC es de 0,08 µg de riboflavina por mL de solución, éste valor determina la 

menor concentración de vitamina que se puede cuantificar por HPLC bajo las 

condiciones de trabajo del mismo, por debajo de éstos valores no se puede 

considerar la presencia de vitamina B2. 

 

4.4 Rango de Trabajo 

 

El rango de trabajo para la validación de vitamina B2 establece como límite 

inferior al límite de cuantificación igual a 0,008 y como límite superior a la 

concentración del último estándar de la curva de calibración de 1,003 

(expresados en unidades de µg de riboflavina/mL de solución). 

 

4.5 Precisión 

 

Con el fin de determinar si el técnico 1 y técnico 2, involucrados en el análisis 

experimental pueden obtener resultados confiables y similares 

estadísticamente por MR, se realizó un análisis de precisión en términos de 

repetibilidad (6 réplicas) y reproducibilidad (2 técnicos), se establecieron 4 

niveles de concentración (Ver Tabla 17).  
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Tabla 17. Resumen de las concentraciones de riboflavina por nivel 

  

CONCENTRACIÓN (mg/100g) 

NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4 

Réplica Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1 Téc. 2 

1 0,24 0,23 0,76 0,77 1,45 1,46 6,95 6,97 

2 0,24 0,24 0,75 0,76 1,49 1,46 6,99 6,97 

3 0,23 0,24 0,76 0,77 1,48 1,52 6,97 6,95 

4 0,23 0,23 0,77 0,76 1,50 1,50 6,96 6,96 

5 0,23 0,24 0,77 0,75 1,49 1,47 7,00 6,98 

6 0,24 0,24 0,75 0,76 1,49 1,48 6,99 7,01 

𝑿̅ 0,24 0,24 0,76 0,76 1,48 1,48 6,98 6,97 
Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Cálculo demostrativo: Nivel 1  

Tabla 18. Concentraciones de vitamina B2 para evaluar el Nivel 1 

 
Nivel 1 

CONCENTRACIÓN 
 (mg/100g) 

Réplica Técnico 1 Técnico2 

1 0,24 0,23 

2 0,24 0,24 

3 0,23 0,24 

4 0,23 0,23 

5 0,23 0,24 

6 0,24 0,24 

𝑋̅ 0,24 

ANOVA CME 2,833E-05 

ANOVA CMTr 8,333E-06 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

Repetibilidad 

Desviación estándar 

𝑆𝑟 =  √𝐶𝑀𝐸 

𝑆𝑟 =  √2,833E − 05 

𝑆𝑟 =  0,0053 
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Coeficiente de variación 

%𝐶𝑉𝑟 =
𝑆𝑟

𝑋̅
× 100 

%𝐶𝑉𝑟 =
0,005

0,24
× 100 

%𝐶𝑉𝑟 = 2,26 

Límite de repetibilidad 

𝐿𝑟 = 𝑡∞ × √2 × 𝑆𝑟 

𝐿𝑟 = 1,96 × √2 × 0,02 

𝐿𝑟 = 0,05 mg de riboflavina/100g de muestra 

Reproducibilidad 

Desviación estándar 

𝑆𝑅 = √𝑆𝑟
2 +

𝐶𝑀𝑇𝑟 − 𝐶𝑀𝐸

𝑛
 

𝑆𝑅 = √0,00532 +
(8,333E − 06) − (2,833E − 05)

6
 

𝑆𝑅 = 0,005 

Coeficiente de variación 

%𝐶𝑉𝑅 =  
𝑆𝑅

𝑋̅
× 100 

%𝐶𝑉𝑅 =  
0,005

0,24
× 100 

%𝐶𝑉𝑅 =  2,12 

Límite de reproducibilidad 

𝐿𝑅 = 𝑡∞ × √2 × 𝑆𝑅 

𝐿𝑅 = 1,96 × √2 × 0,019 

𝐿𝑅 = 0,05 mg de riboflavina/100g de muestra 
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Tabla 19. Desviaciones estándar y coeficientes de variación de los 

niveles de concentración riboflavina 

 NIVEL Sr %CVr %CVR SR 

N1 0,0053 2,26 2,12 0,0050 

N2 0,0083 1,09 1,00 0,0076 

N3 0,0083 0,56 0,52 0,0076 

N4 0,0202 0,29 0,27 0,0186 
 Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Por lo tanto, los coeficientes de variación de repetibilidad (%CVr) y 

reproducibilidad (%CVR), que se muestran en la tabla 19, se obtuvieron 

utilizando los resultados del análisis de varianza ANOVA y se encuentran 

detallados en el apartado 4.5.1. (Tratamiento estadístico), son aceptados de 

acuerdo a la Guía de Validación (EURACHEM, 2005). Así, el  %CVr  es menor 

al 3% y el %CVR es menor al 5% para cada uno de los niveles, lo que 

corroboran con el análisis establecido asegurando la validez de los datos para 

cada material de referencia.  

 

Adicionalmente se calculó el Lr y LR que es igual a 0,05 mg de 

riboflavina/100g de muestra para cada límite,  la diferencia absoluta entre dos 

resultados de prueba individuales (réplicas o duplicados de análisis) debe ser 

menor o igual al valor de cada límite establecido en condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad  (EURACHEM, 2005).  

 

4.5.1 Tratamiento estadístico 

Con el propósito de determinar experimentalmente si cada técnico puede 

obtener resultados confiables y similares estadísticamente en una misma 

muestra en diferentes réplicas, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) 

para cada uno de los niveles de concentración de vitamina B2 que se muestran 

a continuación:  
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Tabla 20. Análisis de varianza ANOVA (Nivel 1) 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 
crítico 
para F 

Entre grupos 
(Tratamientos) 

8,3333E-
06 

1 
8,3333E-

06 
0,294 0,599 4,965 

Dentro de los 
grupos 

0,0003 10 
2,8333E-

05  
Total 0,0003 11  

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Tabla 21. Análisis de varianza ANOVA (Nivel 2) 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 
crítico 
para F 

Entre grupos 
(Tratamientos) 

8,3333E-
06 

1 
8,3333E-

06 
0,122 0,734 4,965 

Dentro de los 
grupos 

0,0007 10 
6,8333E-

05  
Total 0,0007 11  

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Tabla 22. Análisis de varianza ANOVA (Nivel 3) 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 
crítico 
para F 

Entre grupos 
(Tratamientos) 

8,3333E-
06 

1 
8,33333E-

06 
0,122 0,734 4,965 

Dentro de los 
grupos 

0,0007 10 
6,83333E-

05 

Total 0,0007 11 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
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Tabla 23. Análisis de varianza ANOVA (Nivel 4) 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 
crítico 
para F 

Entre grupos 
(Tratamientos) 

3,33333E-
05 

1 3,3333E-05 0,08 0,780 4,965 

Dentro de los 
grupos 

0,0041 10 0,00040667 

Total 0,0041 11 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Tabla 24. Resumen ANOVA 

Concentración 
(mg/100g) 

F 
calculado 

F crítico Conclusión 

Nivel 1 0,294 4,965 
No existe 
diferencia 

significativa 

Nivel 2 0,122 4,965 
No existe 
diferencia 

significativa 

Nivel 3 0,122 4,965 
No existe 
diferencia 

significativa 

Nivel 4 0,08 4,965 
No existe 
diferencia 

significativa 
Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Previo al tratamiento estadístico de los datos, se realizó el análisis de varianza 

de un solo factor (ANOVA) para cada nivel de ensayo, mediante la utilización 

del paquete estadístico Infostat (ver Anexo B) y la hoja de cálculo Excel. Se 

determinó que no existieron diferencias significativas en las varianzas de los 

grupos muestrales (tratamientos) a un nivel confianza del 95% al comparar los 

valores obtenidos de la prueba de Fisher, el F calculado es menor que el valor 

crítico en todos los niveles (ver Tabla 24). Además, los resultados obtenidos 

comprenden la capacidad de los dos técnicos involucrados en el análisis de 

las muestras para obtener resultados confiables en condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad previamente establecidas. 
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4.6 Análisis de Exactitud 

Para determinar la exactitud del método, se analizaron dos MRC solicitados 

al NIST (National Institute of Standards and Technology) con el fin de 

comparar los resultados obtenidos experimentalmente y los valores 

establecidos en el certificado. En la Tabla 25 se reportan las concentraciones 

del MRC-77 y la concentración media de riboflavina utilizada para determinar 

la exactitud es de 76,53 mg de riboflavina/Kg de muestra. 

 

Tabla 25. Determinación de la concentración del MRC-77 

 

Nº 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/Kg) 

1 0,5115 0,783 76,51 

2 0,5153 0,786 76,22 

3 0,5138 0,790 76,86 

    𝑿̅ 76,53 

 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 
 

Cálculo Z-score para el MRC-77 
 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝑋̅ − 𝑋𝑖

𝑈
 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
76,53 − 76

2
 

 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0,26  
 
 

En la Tabla 26 se reportan las concentraciones del MRC-78 y la concentración 

media de riboflavina utilizada para determinar la exactitud es de 20,40 mg de 

riboflavina/Kg de muestra. 
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Tabla 26. Determinación de la concentración del MRC-78 

 

Nº 
Masa 

(g) 
Concentración 

(µg/ml) 
Concentración 

(mg/100g) 

1 0,4929 0,201 20,42 

2 0,5074 0,208 20,48 

3 0,5009 0,203 20,29 

    𝑿̅ 20,40 

 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

 
Cálculo Z-score para el MRC-78 
 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝑋̅ − 𝑋𝑖

𝑈
 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
20,40 − 20,37

0,52
 

 

𝑧𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0,05  
 

Se determinó la concentración media de vitamina B2 por MRC, para el MRC-

77 de 76,53 y el reportado en el certificado es de 76+/- 2 (mg de riboflavina/Kg 

de muestra). Para el MRC-78 la media es igual a 20,40 y el establecido en el 

certificado es de 20,37+/- 0,52 (mg de riboflavina/Kg de muestra).  

Los dos MRC analizados se encuentran dentro del rango permitido o intervalo 

de aceptación dado por la incertidumbre del certificado. El valor reportado 

para el cálculo de zscore es menor a 2 para cada material de referencia, 

estableciendo la validez de los resultados. El método empleado para 

determinar la concentración de Vitamina B2 es exacto y muestra un gran 

desempeño en las condiciones de trabajo del laboratorio. 

 

4.6.1 Análisis de Incertidumbre 

Para el análisis de Incertidumbre se determinó el valor de la Incertidumbre 

Estándar Combinada (u) y Expandida (U) tanto para la curva de calibración 

como para las muestras analizadas. Además se consideró un valor de 
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Incertidumbre Expandida para cada nivel de trabajo con un factor de cobertura 

igual a dos (k=2) a un nivel de confianza del 95%.  

Además, se identificaron las 4 etapas para la estimación de la incertidumbre 

del método. 

4.6.2 Especificación 

Determinación de vitamina B2 (Riboflavina) expresada en mg de vitamina/100 

g de muestra por HPLC. 

4.6.3 Identificación de las fuentes de Incertidumbre 

Durante todo el proceso para la determinación de vitamina se identificaron  

todas las contribuciones a la incertidumbre del método.  

Tabla 27. Identificación de las fuentes de Incertidumbre 

Fuente de incertidumbre 
Criterio de 
aceptación 

Observación 

Recepción e ingreso  de 
la muestra 

Se desestima 
(fuente bajo 

control) 

Existen instructivos y 
procedimientos (Sistema 
gestión de calidad) para este 
proceso 

Almacenamiento, 
manejo y preparación de 
la muestra 

Se desestima 
(fuente bajo 

control) 

Existen instructivos y 
procedimientos (Gerencia de 
Calidad) para este proceso 

Análisis de la muestra 
Preparación de la curva 
de calibración 
Lectura por HPLC 

Obligatoriamente 
se estima (fuente 

no está bajo 
control) 

Se deben considerar todos 
los errores involucrados en el 
proceso 

Cálculos 
Se desestima 
(fuente bajo 

control) 

Existen hojas de control y 
cálculo validadas. La 
Gerencia de Calidad se 
encarga de controlar y 
verificar  el desarrollo de los 
mismos. 

Informe de resultados 
Se desestima 
(fuente bajo 

control) 

La Gerencia de Calidad se 
encarga de verificar el 
reporte de resultados y la 
Gerencia general autoriza la 
salida de los informes. 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
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4.6.4 Cuantificación y combinación 

A continuación se representa un diagrama de causa-efecto conocido también 

como espina de pesado, que describe las principales contribuciones para el 

cálculo de incertidumbre del método. 

 

Figura 5. Diagrama general causa-efecto (espina de pescado) para el cálculo de 

la incertidumbre combinada del método 

Balanza 

La incertidumbre combinada de la balanza (Mettler Toledo) se especifica 

directamente en el certificado de calibración adjunto (ver ANEXO I). 

𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎 =
𝑈

𝑘
 

𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎 =
0,00051

2
 

𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎 = 0,00025 𝑔 

Pipeta automática 

La incertidumbre combinada de la pipeta (Oxford, USA) se especifica 

directamente en el certificado de calibración adjunto (ver ANEXO I). 

Cálculo demostrativo: Alícuota 1 mL 

𝜇𝑃.𝐴𝑢𝑡𝑜. =
𝑈

2
+ 𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟 
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𝜇𝑃.𝐴𝑢𝑡𝑜. =
0,0054

2
+ 0,020  

𝜇𝑃.𝐴𝑢𝑡𝑜. = 0,02 𝑚𝐿 

Material Volumétrico 

Se utilizó la ecuación Ec.22 de acuerdo al tipo de certificado de cada uno de 

los materiales. 

Cálculo demostrativo: balón de aforo de 500 mL 

𝜇𝑀𝑉 =
0,2

√6
 

𝜇𝑀𝑉 = 0,0816 𝑚𝐿 

Tabla 28. Incertidumbres del material volumétrico 

Descripción Certificado  Uso 
Volumen 

(mL) 
Incertidumbre 

(mL) 
µMv (mL) 

Pipeta 
aforada 

Calidad  Alícuota 5 0,015 0,0061 

Balón Calidad  
Solución 
madre 

500 0,2 0,0816 

Balón Calidad  Dilución 50 0,06 0,0245 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016. 

Incertidumbre típica combinada de la solución madre (µSM) 

Cálculo demostrativo:  

𝜇𝑆𝑀 = 𝐶𝑜𝑛𝑐 × √(
𝜇𝐵𝑎𝑙ó𝑛

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑜
)

2

+ (
𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎

𝑃𝑒𝑠𝑜
)

2

 

𝜇𝑆𝑀 = 50,4 µg/mL × √(
0,0816 𝑚𝐿

500 𝑚𝐿
)

2

+ (
0,00025 𝑔

0,0252 𝑔
)

2

 

𝜇𝑆𝑀 = 0,50 µg/mL 
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Incertidumbre típica combinada de la primera dilución (µD) 

Cálculo demostrativo:  

𝜇𝐷 = 𝐶𝑜𝑛𝑐 × √(
𝜇𝐵𝑎𝑙ó𝑛

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑜
)

2

+ (
𝜇𝑃𝑖𝑝𝑒𝑡𝑎

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑜
)

2

+ (
𝜇𝑆𝑀

𝐶𝑜𝑛𝑐
)

2

 

𝜇𝐷 = 5,1 µg/mL × √(
0,0816 𝑚𝐿

50 𝑚𝐿
)

2

+ (
0,0061 𝑚𝐿

5 𝑚𝐿
)

2

+ (
0,50 µg/mL

50,4 µg/mL
)

2

 

𝜇𝐷 = 0,050 µg/mL 

 

Incertidumbre típica combinada de la preparación de estándares  

Cálculo demostrativo: Estándar 1 

𝜇𝐸𝑆𝑇 = 𝐶𝑜𝑛𝑐 × √(
𝜇𝑆𝑀

𝐶𝑜𝑛𝑐
)

2

+ (
𝜇𝐷

𝐶𝑜𝑛𝑐
)

2

+ (
𝜇𝐵𝑎𝑙ó𝑛

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑜
)

2

+ (
𝜇𝑃𝑖𝑝𝑒𝑡𝑎 𝐴𝑢𝑡𝑜.

𝐴𝑙í𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎
)

2

 

𝜇𝐸𝑆𝑇 = 0,100 µg/mL × √(
0,50 µg/mL

50,4 µg/mL
)

2

+ (
0,50 µg/mL

0,050 µg/mL
)

2

+ (
0,0816 𝑚𝐿

50 𝑚𝐿
)

2

+ (
0,022 𝑚𝐿

1 𝑚𝐿
)

2

 

𝜇𝐸𝑆𝑇 = 0,002 µg/mL 

 

Tabla 29. Incertidumbre combinada de los estándares preparados  

Est. (µg/mL) 𝜇𝐸𝑆𝑇 (µg/mL) 

0,100 0,002 

0,251 0,004 

0,501 0,007 

0,752 0,011 

1,003 0,014 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 
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Incertidumbre por reproducibilidad (µR) 

La desviación estándar de reproducibilidad se calculó previamente en 4.4 

(Precisión), (ver tabla 11). 

Cálculo demostrativo: Nivel 1 

𝜇𝑅 =
𝑆𝑅

√𝑛
 

𝜇𝑅 =
0,005

√12
= 0,002 𝑚𝑔/100𝑔 

  Tabla 30. Incertidumbre por reproducibilidad (µR) 

Concentración 
(mg/100 g) 

n SR 
µR (𝐦𝐠/
𝟏𝟎𝟎𝐠) 

Nivel 1 12 0,0050 0,0014 

Nivel 2 12 0,0076 0,0022 

Nivel 3 12 0,0076 0,0022 

Nivel 4 12 0,0186 0,0054 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

Incertidumbre típica combinada del método (µMET)  

Cálculo demostrativo: Nivel 1 

𝜇𝑀𝐸𝑇 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑁𝑖𝑣𝑒𝑙 × √(
𝜇𝐶𝐶

𝐶𝑜𝑛𝑐𝐸𝑠𝑡
)

2

+ (
𝜇𝑅

𝑋̅
)

2

+ (
𝜇𝐵𝑎𝑙ó𝑛

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑜
)

2

+ (
𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎.

𝑃𝑒𝑠𝑜 
)

2

 

Ec.  

𝜇𝑀𝐸𝑇 = 0,23 𝑚𝑔/100𝑔 × √(
0,014 µg/mL

1,003 µg/mL
)

2

+ (
0,0014 𝑚𝑔/100𝑔

0,23 𝑚𝑔/100𝑔 
)

2

+ (
0,0816 𝑚𝐿

50 𝑚𝐿
)

2

+ (
0,0025 𝑔

1,0932 𝑔 
)

2

 

𝜇𝑀𝐸𝑇 = 0,04 
𝑚𝑔

100 𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

 

Cálculo del factor de cobertura k 

Como se menciona en el apartado 3.4.7 (Incertidumbre) se calculó un factor 

de cobertura para cada nivel de concentración, utilizando la Ec.26 trabajando 

a un nivel de confianza del 95%. 
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Cálculo demostrativo:  

𝜈𝑒𝑓𝑓 =
𝜇𝑦

4

∑
𝜇𝑖(𝑦)

4

𝜈𝑖

𝑛
𝑖=0

 

𝜈𝑒𝑓𝑓 =
𝜇𝑦

4

𝜇𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎
4

∞ +
𝜇𝐵𝑎𝑙ó𝑛

4

∞ +
𝜇𝑝𝑖𝑝𝑒𝑡𝑎

4

∞ +
𝜇𝑅

4

𝑛 − 1 +
𝜇𝐶𝐶

4

𝑛 − 2

 

𝜈𝑒𝑓𝑓 =
0,044

0,0144

12 − 1 +
0,00144

12 − 2

= 666 

Valor t-student 

k=(1−𝛼;𝑣) 

k = t(0,05;666) 

k=1,65 ≈ 2,0 

Tabla 31. Incertidumbre combinada del método y expandida del método 

NIVEL 
CONCENTRACIÓN 

(mg/100g) 
µMET 

(mg/100g) 

Factor de 
cobertura 

(k) 
UMET 

Nivel 1 0,23 0,04 2,0 0,08 

Nivel 2 0,76 0,04 2,0 0,08 

Nivel 3 1,48 0,04 2,0 0,08 

Nivel 4 6,97 0,045 2,0 0,09 

Elaborado por: Semanate M., 2016. 

 

Para los tres primeros niveles la Incertidumbre Expandida (U) es igual a +/- 

0,08 y la Incertidumbre Estándar Combinada (u) corresponde a +/- 0,04 mg 

de vitamina B2 por cada 100 g de muestra. El último nivel representa un rango 

más amplio de trabajo que comprende un valor de Incertidumbre Expandida 

(U) de +/- 0,09 y la Incertidumbre Estándar Combinada (u) es igual a  +/- 0,05 

mg de vitamina B2 por cada 100 g de muestra.  
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CAPÍTULO V 

 

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

1. Se determinaron los parámetros analíticos de validación como la 

linealidad, rango de trabajo, límites de detección y cuantificación, 

precisión, exactitud e incertidumbre establecidos para el método en 

mención. Los resultados obtenidos muestran un coeficiente de correlación 

lineal superior a r=0,999 para todas las curvas de calibración, el LD es 

igual a 0,002 ug/mL y el LC es de 0,08 ug/mL. El rango de trabajo 

comprende una concentración de riboflavina desde 0,008 hasta 1,003 

µg/mL, un coeficiente de variación por repetibilidad y reproducibilidad 

menor al 3 y 5% respectivamente. El valor del Z-score se encuentra dentro 

de los límites establecidos para cada MRC y finalmente una Incertidumbre 

Combinada y Expandida para los tres primeros niveles establecidos de +/-

0,04 y +/-0,08 mg de vitamina B2 por cada 100 g de muestra 

respectivamente. Para el último nivel se estableció un valor de 

Incertidumbre Combinada de +/-0,05 e Incertidumbre Expandida igual a +/-

0,09 expresado en unidades de mg de vitamina B2 por cada 100 g de 

muestra. 

 

2. Se elaboró un procedimiento para la determinación de Vitamina B2 por 

Cromatografía Líquida de Alta Eficacia empleando la metodología descrita 

en el Método AOAC 970.65 modificado. Este documento describe las 

directrices y parámetros establecidos en el trabajo de validación que son 

una guía para los posteriores análisis en el laboratorio Ecuachemlab Cía. 

Ltda.  
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3. Se estableció la aplicabilidad del método para la determinación de 

Vitamina B2, por el método HPLC, cumpliendo con las directrices descritas 

en la norma ISO/IEC 17025 y el método validado, asegurando la validez 

de los resultados utilizando un análisis estadístico para demostrar que no 

existe diferencia significativa en la repetibilidad y reproducibilidad en las 

condiciones de trabajo previamente establecidas a un nivel de confianza 

del 95%. 

 

5.2 Recomendaciones 

El método empleado implica el desperdicio de muchos reactivos, por lo que 

se recomienda implementar un manejo adecuado de los desechos. 

Una vez implementado el método se debería validar otras vitaminas como la 

tiamina. 
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1. OBJETIVO: 

 

Establecer las directrices necesarias para realizar la determinación de 

Vitamina B2 (Riboflavina)  en alimentos por cromatografía HPLC. 

 

2. ALCANCE 

 

Es aplicable a todos los alimentos de: 

 Cereales y derivados 

 

3. PRINCIPIO 

 

Consiste en la extracción de la Riboflavina de la muestra por medio la hidrolisis 

ácida y precipitación de enzimas, para luego ser  leído por HPLC, principio 

activo que es  detectado por el espectroflorimetro, Excitación 450 nm y 

Emisión 528 nm. 

 

4. PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

 

 El manejo de las muestras se realiza en base al procedimiento Instructivo de  
Transporte, Manipulación, Recepción, Protección, y Disposición de las muestras 

IG-01-5.8. 

 Homogenizar la muestra mediante agitación en el propio envase. 

 Durante la oxidación se debe utilizar materiales ámbar o de color marrón. 
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5. EQUIPOS 

 

 Balanza Analítica EAFQ - 009 

 Licuadora EFQ - 017 

 HPLC EAFQ – 022 

 Ultrasonido EAFQ - 003 

 Pipeta automática  EAFQ-006 

 Erlenmeyer de 125 ml 

 Balones aforados de 500 y 50 ml  

 Baño de agua EAFQ- 001 

 Columna C18 250 x 150 mm, 5um 

 Filtro 

 Papel filtro 

 Viales para HPLC 

 Micro filtro poro 0,45 µm 

 

6. REACTIVOS 

 

 Agua desmineralizada 

 Alfa-amilasa 

 Papaína 

 Ácido Clorhídrico 1N 

 Acetato de Sodio 2,5 M  

 

7. MATERIALES DE REFERENCIA 

 

 Estándar de Riboflavina  

 

8. NORMAS DE SEGURIDAD Y VERIFICACIÓN DE LOS EQUIPOS 

 

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

 Verificar que el HPLC se encuentre en las condiciones adecuadas antes 
de proceder con el ensayo. 
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9. PROCEDIMIENTO 

 

11.1  PREPARACIÓN DEL ESTANDAR: 

 

 Pesar alrededor de 25 mg de estándar de riboflavina en un balón 
volumétrico de 500 ml, añadir 50 µl de ácido acético glacial y disolver con 
agua desmineralizada. 

 Ultrasonar por 10 minutos o hasta disolución de la muestra, sacar y enfriar 
después llevar a volumen con agua desmineralizada. 

 Tomar una alícuota de 5 ml a un balón aforado de 50 ml y aforar con agua 
desmineraliza. 

 

 

11.3  PREPARACIÓN DE LA CURVA DE CALIBRACIÓN: 

 

 De la solución anterior preparar 5 estándares acorde a la siguiente tabla: 

 

Estándar de 

Riboflavina 

Alícuota 

(ml) 

Concentración 

(ug/ml) 

1 1,0 0,1 

2 2.5 0,25 

3 

4 

5,0 

7,5 

0,50 

0,75 

5 10,0 1,0 

 

 Las alícuotas anteriores, aforar  en balones volumétricos de 50 ml con 
agua desmineralizada, ultrasonar durante 5 minutos, microfiltrar y colocar 
en viales. 
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11.2  PREPARACIÓN DE LA MUESTRA: 

 

 Pesar  alrededor de 0,5 - 1 g de muestra en un erlenmeyer de 125 ml 

 Adicionar 0.2 g de alfa-amilasa, 0.25 g de papaína y 15 ml de agua 
destilada a 45-50ºC, mezclar bien para tener una suspensión homogénea. 

 Tapar el erlenmeyer y colocarlo durante 30 minutos en un baño 
termorregulador a 45-50ºC 

 Añadir 15 ml de agua destilada entre 45-50ºC y 2.5 ml de HCl 1N 

 Calentar por 30 minutos a baño maría hirviente agitando ocasionalmente 
para evitar formación de grumos. 

 Pasado el tiempo dejar enfriar y añadir 2.5 ml de acetato de sodio 2.5 M. 

 Mezclar bien y transferir cuantitativamente a un balón aforado de 50 ml, y 
aforar con agua destilada. 

 Filtrar por papel filtro normal 

 Microfiltar e inyectar en los viales. 

 

11.3  CONDICIONES CROMATROGRAFICAS: 

 

Columna:    C-18 

Temperatura:   40ºC 

Fase Móvil:  Solución de fosfato dibásico de potasio 10mM-N, N 

Dimetilformamida (70:30) 

Flujo:     0.7 ml/min 

Detección:  Espectroflorimetro, Excitación 450 nm y Emisión 

528 nm 

Volumen de Inyección:  10 µl 

 

10. CALCULO Y REPORTE DE RESULTADOS 

  

Calcular los mg de Riboflavina por 100 g, en la hoja de cálculo respectivo. 
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Del análisis se reporta  los resultados como mg/100 g, en el Registro de 

Resultados Área Físico Químico R-03-4.1, en la Orden de Trabajo 

correspondiente.  

 

11. CRITERIO DE ACEPTACIÓN Y RECHAZO 

 

 La determinación se hace con una sola medida, se asegura el resultado 
mediante el programa de aseguramiento de resultados, y se aplicarán los 
criterios para cada prueba. 

 

12. INCERTIDUMBRE DEL MÉTODO 

 

Tres primeros niveles establecidos: 

Incertidumbre Combinada: +/-0,04 (mg de vitamina B2 por cada 100 g de 

muestra) 

Incertidumbre Expandida: +/-0,08 (mg de vitamina B2 por cada 100 g de 

muestra). 

Para el cuarto nivel: 

Incertidumbre Combinada de +/-0,05 (mg de vitamina B2 por cada 100 g 

de muestra). 

Incertidumbre Expandida igual a +/-0,09  (mg de vitamina B2 por cada 100 
g de muestra). 

 

13. REFERENCIAS 
 Métodos Oficiales AOAC 2012, Edición 19 

 Instructivo de manejo del HPLC  IA-FQ-15 

 Instructivo de manejo de la balanza IA-FQ-09 

 Instructivo de Identificación y Codificación de Documentos IG-01-4.3 

 Instructivo de Identificación y Codificación de Muestras IG-03-5.8 

 Instructivo de  Transporte, Manipulación, Recepción, Protección, y 

Disposición de las muestras IG-01-5.8. 

 Informe de Resultados Área Físico Químico R-03-4.1 

 Instructivo de Almacenamiento y Eliminación de Muestras IG-03-5.8 
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Características del equipo utilizado y certificado de 

instalación. 
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Certificado de calibración de la Balanza 
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Certificado de calibración del Baño Termoregulador 
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Certificado de calibración de la Pipeta Automática 

 

 


