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RESUMEN

La validacion de métodos analiticos es un proceso indispensable que los
laboratorios deben implementar para garantizar que los resultados obtenidos
en los analisis son fiables y reproducibles con un fundamento y analisis
estadistico. De igual manera la metodologia empleada para la validacion
muestra un gran desempefio en las condiciones de trabajo de Ecuachemlab
Cia. Ltda. Para la determinacion de Vitamina B: (Riboflavina) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) se empled la metodologia
descrita en el Método AOAC 970.65 modificado y la norma ISO/IEC 17025
gue describe las directrices y parametros para la validacion del método
asegurando la validez de los resultados. Los parametros analiticos que se
determinaron son: linealidad, rango de trabajo, limites de deteccion y
cuantificacion, precision, exactitud e incertidumbre. Los resultados obtenidos
muestran para la linealidad un coeficiente de correlacién superior a r=0,999
para cada curva de calibracion, el LD es igual a 0,002 ug/mly el LC es de 0,08
pug/ml. El rango de trabajo comprende una concentracién de 0,008 pug/ml de
riboflavina como limite inferior y 1,003 pg/ml de riboflavina como limite
superior. El coeficiente de variacion por repetibilidad y reproducibilidad es
menor al 3 y 5% respectivamente, para determinar la exactitud se considero
un Z-score que se encuentra dentro de los limites establecidos para cada
MRC. Finalmente se determiné 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 dltimo nivel se
establecio 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: Validacidon, Ecuachemlab Cia. Ltda., incertidumbre.

Xiv



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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INTRODUCCION

La validacion de meétodos analiticos es un proceso mediante el cual se
establece que un método cumple con las caracteristicas de desempefio y los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. El resultado de la
validacién es probar la aptitud de los métodos, documentar su validez y
cumplir con los estandares de calidad (EURACHEM, 2005; Pappa, 2013). El
principio del método para la extraccion y cuantificacion de la vitamina B2
consiste en un tratamiento enzimatico de la muestra, seguido por una
hidrdlisis acida, para luego ser leido por HPLC. Finalmente el principio activo

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

La cromatografia permite la separacion de componentes de una mezcla para
poder ser detectados posteriormente (Swadesh, 2000). La técnica de andlisis
de eluciébn y mas reportada bibliograficamente para la determinacion de
vitaminas es la técnica cromatografica, gaseosa y de liquidos donde se utiliza
por lo general en fase normal columnas de silice y en fase reversa columnas

tradicionales C18 (Sierra, y otros, 2007).

La riboflavina es una vitamina involucrada en la produccion de energia 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/dia (Vifias, y otros, 2004). Esta se
encuentra principalmente en la carne, pescado, lacteos y en los vegetales de
color verde (Souza, Ferreira, Bezerra, & Aoyama, 2005), es por este motivo
gue la determinacién de esta vitamina dentro de la industria de los alimentos
es imprescindible. Dentro de los métodos mas utilizados para la cuantificaciéon
de dicha sustancia figuran los fluorimétricos, microbiolégicos vy
espectrofotométricos, sin embargo, la cromatografia liquida (HPLC) presenta
ventajas sobre los métodos citados debido a la gran sensibilidad y
especificidad que ha demostrado en el andlisis de vitaminas (Bueno, y otros,
2009).



El presente trabajo tiene la finalidad de validar una metodologia analitica para
la determinacion de Riboflavina (Vitamina B2) en el Laboratorio Ecuachemlab
Cia. Ltda. El proceso de validacion descrito en el trabajo de titulacion esta
constituido por los siguientes parametros: linealidad, limites de deteccion y
cuantificacion, limites de repetibilidad y reproducibilidad, precision, exactitud

e incertidumbre.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Temade Investigacion

Determinacion de Vitamina Bz (Riboflavina) por Cromatografia Liquida de Alta

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

1.2 Justificacién

La validacion de métodos es un componente esencial que un laboratorio debe
implementar para producir datos analiticos fiables, evalua el desempefio del
método y establece un valor de incertidumbre, acorde con el Servicio de
Acreditacion Ecuatoriano (SAE) y basados en la Norma Internacional para
laboratorios de ensayo y calibracion NTE INEN ISO/IEC 17025.

Entre los diferentes tipos de laboratorios, se encuentran los orientados al
analisis de alimentos y se encargan de emitir resultados validos para cada uno

de sus parametros.

Uno de los laboratorios que ofrece este servicio es Ecuachemlab Cia. 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



funciones especificas en los seres humanos. Por esta razén es necesario
desarrollar e implementar un método para cuantificar la Vitamina B:
(Riboflavina) por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC), cumpliendo
con las directrices establecidas en el Laboratorio Ecuachemlab Cia. Ltda.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la concentracion de Vitamina Bz (Riboflavina) por Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC) en el Laboratorio Ecuachemlab Cia. Ltda.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Elaborar un procedimiento para la determinacion de Vitamina B:
(Riboflavina) por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

2. Determinar los parametros analiticos de validacion.

3. Establecer la aplicabilidad del método para la determinacion de
Vitamina B2 (Riboflavina) por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC).



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Investigativos

2.1.1 Validacion de Métodos

La validacién de un método analitico es el proceso que permite demostrar que
los resultados obtenidos son fiables y repetibles, y que el método es adecuado
para su respectiva aplicacion en el laboratorio (Crubellati & Di Risio, 2009).
El resultado de la validacién es probar la aptitud de los métodos y documentar
su validez, mediante la determinacion de parametros analiticos de calidad.
Ademas la validacién determina con fundamento estadistico que el método es

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

En base a la Guia para la Validacion (EURACHEM, 2005), se establecieron
los siguientes parametros: la linealidad que define la habilidad del método
para obtener resultados de prueba proporcionales a la concentracion del

analito.

El limite de deteccion es la menor concentracién del analito presente en una
muestra que puede medirse con una certeza estadistica razonable y el limite
de cuantificacion es la menor concentracion de un analito que puede
determinarse con una precision (repetibilidad) y una exactitud aceptables bajo
las condiciones establecidas de prueba. El limite de repetibilidad (Lr) y el limite
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%.



La exactitud es la proximidad de concordancia entre el resultado de una
medicion y el valor de referencia aceptado. Mientras que el valor de
incertidumbre corresponde al parametro asociado al resultado de una
medicion que caracteriza la dispersion de los valores que podrian atribuirse
razonablemente al mensurando (EURACHEM, 2005).

2.1.2 Método para la determinacion de Riboflavina

Existen diversos métodos y técnicas que permiten determinar la concentracién
de vitaminas, estos métodos incluyen ensayos microbiolégicos, técnicas de
espectrofotometria, fluorimetria, quimioluminiscencia, la espectrometria de
absorcion atomica, electroforesis capilar y finalmente la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) (Skoog, y otros, 2001; Li & Chen, 2001).

La HPLC se ha aplicado con éxito para el analisis de la vitamina B2 en
diferentes matrices biolégicas. Este método proporciona sensibilidad y
selectividad y supera algunos de los problemas asociados con los métodos
quimicos (Lacueva, Mattivi, & Tonon, 1998). Los métodos de HPLC
proporcionan una separacién rapida, un alto grado de resolucion,
reproducibilidad, y cuantificacion de vitaminas aplicando diferentes métodos

de deteccién y preparacion (Chatzimichalakis, y otros, 2004).

La HPLC con deteccion de fluorescencia se ha utilizado ampliamente para la
determinacion de riboflavina en productos alimenticios (Tang, Cronin, &
Brunton, 2006). La fluorometria es un fenbmeno electrénico de emision
molecular que se presenta inmediatamente después de aplicarle al analito una
fuente luminosa como energia de excitacién. La vitamina B2 presenta gran
fluorescencia inherente y puede detectarse muy especificamente con alta

sensibilidad a un pH neutro (Ovalles, y otros, 2002).



El método para la extracciéon de riboflavina implica una hidrdlisis acida en
ebullicion que libera la riboflavina presente en las proteinas. Sin embargo la
hidrolisis enzimatica asegura una completa extraccion de la vitamina asociada
a los grupos ésteres de fosfato de las muestras analizadas (Tang, Cronin &
Brunton, 2006; Vifias, y otros, 2004).

2.1.3 Importancia de las vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos 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 (Vidovié, y otros, 2008).

Las vitaminas hidrosolubles participan como coenzimas en los procesos
ligados al metabolismo de los nutrientes organicos como: hidratos de carbono,
lipidos y proteinas. Pertenecen a este grupo las vitaminas del complejo B, el
acido folico, acido pantoténico, biotina y la vitamina C (Melo & Cuamatzi,
2007).

La vitamina Bz o riboflavina interviene en reacciones de produccion de energia
para los procesos bioldgicos, es precursora de las coenzimas FMN (Flavin
Mono Nucledtido) y del FAD (Flavin Adenin Dinucleétido) indispensables para
la actividad enzimatica de las flavoproteinas implicadas en procesos
metabolicos de o6xido-reduccion, favorece la formacion de anticuerpos y
glébulos rojos (Melo & Cuamatzi, 2007; Gil, Umafa, Pinillos. Lopera &
Gallardo, 2014).



2.2 Hipotesis

2.2.1 Hipoétesis Nula

El método para la determinacion de Vitamina B2 (Riboflavina) cumple con los
objetivos de validacion y estandares de calidad establecidos.

2.2.2 Hipotesis Alternativa

El método para la determinacion de Vitamina B2 (Riboflavina) no cumple con
los objetivos de validacion y estandares de calidad establecidos.

2.3 Seflalamiento de variables de la hipétesis

2.3.1 Variable Independiente
Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPCL).

2.3.2 Variable Dependiente

Determinar la concentracion de Vitamina B2 (Riboflavina).



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1

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, 5um (Agilent ZORBAX,
USA).

Termdmetro (Thermo Scientific, USA).

Pipetas automaticas (Oxford, USA).

Balones de aforo

Viales (Agilent ZORBAX, USA) para HPLC.

Micro filtro poro 0,45 pmx13mm (Amp®, USA).

Agua desmineralizada tipo 1

Equipos

e HPLC (Perkin Helmer series 2000, USA).
e Software de analisis certificado versibn N200 (Chromatography Data
System, SURWIT TECHNOLOGY INC, Hangzhou-China).

e Deteccién por fluorometria (Espectrofluorémetro Perkin Helmer series
2000, USA).

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

e Balanza Analitica (Mettler Toledo modelo AX 05, México).

e Bafio de agua marca (Thermo Scientific modelo 2865, USA).

e Ultrasonido (Spectrum, USA).

e PH-metro (Mettler Toledo, México)



3.1.2 Reactivos

e Acido Clorhidrico fumante 37% (Merck, Alemania).

e Acetato de Sodio Anhidro AR/ACS CH3COONa (LOBA Chemia, India).
¢ N,N-Dimetilformamida grado HPLC (Merck, Alemania).

e Fosfato dibasico de potasio Kz2HPO4 (LOBA Chemia, India).

e Acido acético glacial concentrado (Merck, Alemania).

e Alfa-amilasa (Amp®, USA).

e Papaina (Amp®, USA).

e Estandar de Vitamina B2 (Riboflavina), (CHEM SERVICE INC, USA).

3.2 Metodologia

La metodologia que se empleo para la consecucion del trabajo experimental
es el Método AOAC 970.65 modificado, Método fluorométrico por HPLC
(Horwitz & Latimer, 2012).

3.2.1 Preparacion de la Fase Moévil (K:HPOs 10 mM:N, N-
Dimetilformamida proporcién 70:30)

Para la preparacion de la solucion de K2HPO4 10 mM, se pesaron 1,70 g de
fosfato dibasico de potasio y se disolvio con 500 mL de agua desmineralizada.
Seguidamente se colocé en un ultrasonido (Spectrum, USA) durante 10
minutos aproximadamente, hasta que se haya disuelto en su totalidad. La
solucion fue retirada hasta que se encontré a temperatura ambiente para ser
llevada a un volumen final de 1 L con agua desmineralizada y ajustar el pH a
7,2 con HCI 1N.

La fase movil se preparé tomando 700 mL de K2HPO4 10 mM junto con 300
mL del reactivo N, N-Dimetilformamida en una botella de tapa azul, se llevé a
un ultrasonido por 15 minutos con el fin de homogenizar la solucion y eliminar

las burbujas presentes en la solucion.
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3.2.2 Preparacion de la curva de calibracion

3.2.2.1 Preparacion del Estandar

En una balanza analitica (Mettler Toledo, México) se pes6 25,2 mg de
estandar de riboflavina en un vaso de precipitados. Seguidamente se
afadieron 25 mL de agua desmineralizada y se llevd a un ultrasonido por 5
minutos hasta que se disuelva completamente. Se trasvaso cuantitativamente
a un balén volumétrico de 500 mL junto con 100 pL de acido acético glacial.

Finalmente se aforé con agua desmineralizada.

Dado que la solucion estandar de riboflavina es fotosensible y tiende a
degradarse con facilidad, se envolvié con papel aluminio dicha solucién con
el fin de evitar que absorba luz y se refrigeré para preservarla durante 3
meses. Esta solucion fue utilizada para realizar cinco curvas de calibracion en

condiciones de reproducibilidad.

3.2.2.2 Preparacion de los estandares

Se tomaron 5 mL de la solucion estandar de riboflavina y se transfirieron a un
balon de 50 mL para ser aforado con agua desmineraliza. A partir de esta
dilucién, se tomaron alicuotas de 1.0, 2.5, 5.0, 7.5y 10.0 mL y se afor6é 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 leidas por HPLC.

3.2.3 Preparacion de la muestra

En la Tabla 1, se reportan los cédigos utilizados para la identificacion de los

materiales de referencia.

11



Tabla 1. Materiales de Referencia

'\r/lgteerréilc?; Harina Ya Cerelac- | Pediasure- | Nutricalcin-
fortificada Nestlé Abbott SERES
(MR)
Caddigo MR-10 MR-60 MR-63 MR-64

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

3.2.3.1 Hidrolisis Enziméatica

Se pesO 1 g de todos los materiales de referencia a excepcion del MR-64
para el cual se pesé 0,5 g de muestra en un Erlenmeyer, los pesos de cada
material de referencia se muestra en el apartado 4.1 (Obtencién de los datos
primarios). Seguido, se adicionaron 0.2 g de alfa-amilasa junto con 0.25 g de
papaina. Se afadieron 20 mL de agua destilada a una temperatura de 45-
50°C.

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

un bafio termorregulador (Thermo Scientific, USA) a 50°C por 30 minutos.

3.2.3.2 Hidrdlisis &cida

Se retiraron las muestras del bafio termorregulador y se afiadi6 a cada una 15
mL de agua desmineralizada junto con 2.5 mL de HCI 1N. Se colocaron en un
bafio maria hirviente por 30 minutos agitando ocasionalmente para evitar la
formacion de grumos. Una vez transcurrido el tiempo se dejo enfriar a

temperatura ambiente y se agreg6 2.5 mL de acetato de sodio anhidro 2.5 M.

A continuacion se transfirid cuantitativamente a un balén de 50 mL (volumen
final) y se aforé con agua desmineralizada. Finalmente se realizo un filtrado
de las diferentes muestras para luego microfiltrar aproximadamente 1 mL en

los viales.
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3.2.4 Preparacion del blanco
El procedimiento para la preparacion del blanco es similar al descrito en el
apartado anterior, a excepcion de que no se incluyé ningun material de

referencia.

3.2.5 Condiciones Cromatrograficas

Se coloco la columna (Agilent ZORBAX, USA) dentro del termostato del HPLC
(Perkin Helmer, USA) estableciendo una temperatura de 40°C y verificando
que la direccién del flujo especificada en la columna sea la correcta. Luego se
acondicion6 el equipo y la columna bombeando la fase mavil previamente
preparada a un flujo de 0,2 mL/min durante 30 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo se aumento el flujo a 0,7 mL/min. Cada muestra se detecto6 por el
espectroflorimetro (Perkin Helmer, USA), a longitudes de onda de excitacion
de 450 nm y 528 nm de emisién. Finalmente se colocaron los viales en el
automuestreador y se programao el volumen de inyeccion de 10 uL para todas

muestras.

3.2.6 Obtencién del Cromatograma

Una vez controladas las condiciones cromatograficas, con la ayuda del
Software de andlisis (Chromatography Data System, SURWIT
TECHNOLOGY INC, Hangzhou-China), se programé el tiempo de corrida (11
min) por muestra. Este tiempo debe ser igual al tiempo programado
manualmente en el automuestreador del HPCL. Se establecio la ubicacion del
cromatograma y el prefijo con el que sera guardado, por ejemplo (B2-08-03-
21043).

A continuacién se verifico la linea base en el software y se programd en el
automuestrador la ubicacion del vial que contiene la muestra. El tiempo de
retencion de la vitamina B2z es de 9 minutos aproximadamente (Anexo A). Una
vez transcurrido el tiempo de corrida, cada cromatograma se guarda

automaticamente. Los parametros tales como el flujo, temperatura de la
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columna, tipo de detector y volumen de inyeccién fueron controlados
manualmente de acuerdo al procedimiento de validacion y el método AOAC

antes mencionado.

3.2.7 Analisis e Interpretacion del Cromatograma

En el software de analisis se crearon cinco curvas de calibracién utilizando los
cromatogramas respectivos para cada una. Una vez cargadas las curvas, el
programa automaticamente determina por linealidad las concentraciones de

las muestras en unidades de ug riboflavina/mL de solucién.

3.3 Validacion del método

Se realizo la validacion del método en una sola matriz para alimentos, para el
desarrollo del proceso se estableci6 un disefio de un solo factor
completamente aleatorizado (DCA) con cuatro niveles de concentracion (MR)
y el blanco. La respuesta experimental es la concentracion de vitamina B2
expresada en mg de riboflavina/100 g muestra que se representa en la Tabla

2.

Tabla 2. Niveles establecidos para la Validacion

NIVEL
Descripcion Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
'\r/lg‘teerrelﬁlc?ae Harina Ya Cerelac- Pediasure- | Nutricalcin-
fortificada Nestlé Abbott SERES
(MR)
Cédigo MR-10 MR-60 MR-63 MR-64
Concentracion
bibliografica
mg/100 g de 0,25 0,45 0,98 10
muestra

Elaborado por: Semanate M., 2016.
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016.
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3.4 Parametros de validacién

Los parametros que se evaluaron para la validacion del método son:
linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, rango de trabajo, presicion,

exactitud e incertidumbre.

3.4.1 Linealidad

Se realizaron cinco curvas de calibracion de acuerdo a la metodologia descrita
en el apartado 3.2.2 (Preparacion de la curva de calibracion). Se realiz6 la
estimacion de la ecuacion de la recta, bajo condiciones de reproducibilidad y
se determiné el valor del coeficiente de correlacién lineal que considera un
criterio de aceptabilidad igual o superior a r=0,999. La ecuacién que se utilizé

para determinar la linealidad del método es la siguiente:
y=mx+b»
Ec.1

Doénde:

y = Area que representa cada estandar (u?)

x= Concentracion del estandar de riboflavina (ug/ml)
m= Pendiente de la recta

b= Ordenada al origen

Se prepararon cinco estandares de vitamina Bz y se leyeron por HPLC, como
funcién respuesta se obtuvieron las areas de cada estandar. En el Anexo A
se muestran los cromatogramas obtenidos para la primera curva realizada.
Estos valores se utilizaron para graficar la curva de calibracion y este
procedimiento se realizé en el transcurso de 5 dias 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 estimacién de la linealidad

Eje X Eje Y (Area u?)
Concentracion Curval | Curva?2 | Curva3 | Curva4 | Curvab
(ng/ml) Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1
X1 C1l-yY1 C2-Y1 C3-Y1 C4-Y1 C5-Y1
X2 C1l-Y2 C2-Y2 C3-Y2 C4-Y2 C5-Y2
X3 C1l-Y3 | C2-Y3 | C3-Y3 | C4-Y3 | C5-Y3
X4 C1l-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 calibracion se ajustan correctamente
al modelo matematico de la ecuacion de la recta [Ec.1], se calcularon los
valores de la ordenada al origen (b), la pendiente (m) y el coeficiente de

correlacion lineal (r) superior a 0,999.

Ademas se aplicdé el método de minimos cuadrados para confirmar que la
suma de los cuadrados de las distancias verticales entre cada punto
experimental sea minima o tienda a cero para las curvas de calibracién (Miller,
2008) y asegurar estadisticamente la confiabilidad y exactitud de las curvas
realizadas. Se determind el valor de la pendiente [Ec.2], ordenada en el origen
[Ec.3], coeficiente de correlacion lineal [Ec.4], desviacion estandar de la
pendiente [Ec.5],desviacion estandar de la ordenada [Ec.6] y error tipo [Ec.7].

im(xi — X)(yi — ¥)
i=1(xi = X)?

Ec.2

Ec.3
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o BLG-D0i-Y)
\/Z?=1(Xi — %) XL (i —¥)?

J L i—3)° — [m? 3 - 07

n—2

Y2z (xi = %)?

- n—2

5, = J i = 9)° — [m? B = Y]

S _J L i— ) — [m? L (xi — £)7]
VX

B n—2

Dénde:

x= datos de concentracion

y= datos de area

X= media de datos de concentracion
y= media de datos de area

m= pendiente

n= numero de datos

Limite de Deteccién (LD)

Ec.4

Ec.5

Ec.6

Ec.7

Se prepararon 10 blancos independientes y se determin6 el promedio del

ruido generado en cada cromatograma que es igual a la desviacién estandar.
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Segun la Guia de Validacién (EURACHEM, 2005) el LD es igual a 3 veces la

desviacion estandar.
LD =3 (s)
Ec.8
Donde:
LD = Limite de deteccion
s= desviacién estandar (promedio del ruido generado)

Para expresar ésta area en unidades de concentracion (ug de riboflavina por
ml de solucion de riboflavina) se comparé este valor con la concentracion y el

area obtenidos en el primer estandar de la curva de calibracion [Ec.9].

Calculo del LD:

_ Cese (ug/mL)
AEst éui)

ug de Riboflavina
LD g f

X Ay ) =
Le mL de solucion
Ec.9
Dénde:
Cest= Concentracioén del estandar

Aes= Area del estandar
ALp = Area del LD

3.4.2 Limite de Cuantificacién (LC)

Se prepararon 10 blancos independientes y se determiné el ruido generado
en cada cromatograma que es igual a la desviacion estandar. Segun la Guia
de Validacién (EURACHEM, 2005) el LC es igual a 10 veces la desviacion

estandar.
LC =10 (s)

Ec.10
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Donde:
LC = Limite de cuantificacion
s= desviacion estandar (promedio del ruido generado)

Para expresar ésta area en unidades de concentracion (ug de riboflavina por
ml de solucion de riboflavina) se comparé este valor con la concentracién y el

area obtenidos en el primer estandar de la curva de calibracion [Ec.11].

Calculo del LC:

ug de Riboflavina

— CEst (Mg/mL)

LC =—""——
AEst (‘Hi}

X A; D) = —
Le mL de solucion

Ec.11
Donde:
Ces= Concentracion del estandar
Aes= Area del estandar
ALc = Area del LC

3.4.3 Rango de trabajo

Se establecio el rango de trabajo tomando el valor del LC como limite inferior,
y el valor de concentracion donde la curva de calibracion se desvia de la
linealidad (ultima concentracion del estandar en la curva de calibracion) como

limite superior para la determinacion de vitamina B:.

3.4.4 Precision

Se determind la precision del método bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad, con los resultados obtenidos se realiz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) en los cuatro niveles de concentracion establecidos. El

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

nivel de concentracion

NIVEL
(mg/1009)
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 critico reportado en la

tabla de ANOVA por nivel. Ademas se determiné 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 calculo el limite de repetibilidad (Lr) [Ec.14],

la desviacion estandar por repetibilidad (Sr) [Ec.12] y el coeficiente de

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

S, = VCME

s,
%CVr = 7 X 100

Dénde:

CME= Cuadrados medios dentro de los grupos

X = Promedio de los datos
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En base a la Guia (EURACHEM, 2005), el Lr se da por la Ec.14.
Lr =ty X V2 XS,
Ec.14
Donde:

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

S, = desviacion estandar medida bajo condiciones de repetibilidad

3.4.4.2 Reproducibilidad

Se obtuvieron 6 datos de cada técnico por nivel y se determiné el limite de
reproducibilidad (LR) [Ec.17], la desviacion estandar por reproducibilidad (Sr)
[Ec.15] y el coeficiente de variacion (%CVR) [Ec.16] menor o igual al 5%.

,  CMTr — CME
Sp= |+ ——

n
Ec.15
%CVR = STR x 100
X
Ec.16
CME-= cuadrados medios dentro de los grupos (error)
CMTr= cuadrados medios entre grupos (tratamientos)
n= namero de repeticiones
X= Promedio
En base a la Guia (EURACHEM, 2005), LR se da por la Ec.
LR =ty X V2 X S
Ec.17
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Dénde:

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

Sz = desviacion estandar medida bajo condiciones de reproducibilidad

3.4.5 Tratamiento estadistico

Con el fin de establecer si la metodologia de validacién para el andlisis de
presicion, se encuentra dentro de un parametro aceptable y confiable, se
utilizé la hoja de calculo Excel y el paquete estadistico Infostat. Es
recomendable utilizar pruebas de significancia estadisticas en el proceso de
validacion para comprobar si los datos obtenidos no presentan diferencia

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

Adicionalmente, como se describe en el apartado 3.4.4 (Presicion), se realizo
un analisis estadistico conocido como analisis 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 dias consecutivos en
unidades de mg de riboflavina/Kg de muestra. La media se compar6 con los
resultados reportados en el certificado otorgado por el NIST. Adicionalmente
se calculo 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

mas proximos a un valor verdadero.

Ec.18
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Dénde:
Xi = Valor reportado en el certificado
X = Media de los valores obtenidos

U = Incertidumbre del MRC

3.4.7 Incertidumbre

Para el céalculo de la Incertidumbre, se tom6 como referencia la Guia para la
Cuantificacion de la Incertidumbre en Mediciones Analiticas
(EURACHEM/CITAC, 2012). La estimacion de la incertidumbre asociada a

una medicién se puede resumir en 4 etapas.

eEscribir una explicacion clara de que es lo que esta
siendo medido

Especificacion

Identificacion de las
fuentes de
incertidumbre

ePara cada parametro en esta relacidn, listar las posibles
fuentes de incertidumbre

OTEIN TSR CNISER « \edir o estimar el tamafio de la incertidumbre
componentes de la asociada con cada fuente potencial de incertidumbre

incertidumbre identificada

Calculo de la
incertidumbre total
(Combinaciodn)

eCombinar los componentes de incertidumbre
cuantificados expresados como desviaciones estandar

Figura 1. Etapas para la estimacién de la Incertidumbre

Se identificaron las principales contribuciones a la Incertidumbre de acuerdo
a la ley de propagacién de las incertidumbres conocida también como Ley de
Taylor. Las incertidumbres que intervienen tanto para la preparacion de la
muestra y curva de calibracién, deben ser expresadas como desviacion
estandar, y el resultado se conoce como Incertidumbre Estandar (uy) para

cada variable.
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Incertidumbre estandar por repetibilidad

//‘T - \/ﬁ
Ec.19

Incertidumbre estandar por reproducibilidad

Ur =

Sl

Ec.20
Donde:
Sr= desviacion estandar de repetibilidad
SR= desviacion estandar de reproducibilidad
n= numero de datos

Incertidumbre estandar a partir de certificados de calibracion

K
Ec.21
Donde:
U= incertidumbre expandida
k =factor de cobertura

Incertidumbre estandar a partir de tolerancia del material volumétrico

(considerando una distribucion triangular)

Uméx

Upy = \/g

Ec.22
Dénde:
U méx= incertidumbre méxima del material

Para estimar la Incertidumbre Estandar Combinada (u) se utilizé la siguiente

ecuacion:
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He0) = [Shy?

Ec.23
Donde:
uc(¥)= Incertidumbre Estdndar Combinada
Hy= Incertidumbre estandar de cada variable involucrada
Incertidumbre combinada de concentracion

Heonc(Y) =Y f (u_,,>2
p
Ec.24

Donde:
Uc(¥)= Incertidumbre Estandar Combinada

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

estandar relativa de cada variable involucrada
y= Concentracion de la variable

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

U=uc(y) xk
Ec.25
Donde:
uc(y)=incertidumbre combinada
k= factor de cobertura

Sin embargo, es conveniente calcular el factor de cobertura (k), en una
distribucion t con un niumero efectivo de grados de libertad, a partir de la
férmula de Welch-Satterthwaite [Ec.26] a un nivel de confianza del 95% (GUM,
2008).
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Verf = ———3
I M
i=0 Vl

Ec.26
Donde:
uy= incertidumbre combinada del método
u(y)= incertidumbre estandar de cada componente
vi= grados de libertad de cada componente

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

debe tomar en cuenta lo siguiente:

e Para incertidumbre tipo B v— «
e Paraincertidumbre tipo A v= n-1, n-2 6 n-3 (de acuerdo al nimero de

variables involucradas y n corresponde al nimero de datos).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion y el andlisis de los resultados obtenidos en los ensayos de
laboratorio se realizaron mediante la tabulacion e interpretacion de los
mismos, para su posterior analisis estadistico. Para la determinacion de la
concentracion de vitamina Bz, 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 parametros como

repetibilidad y reproducibilidad.

4.1 Obtencién de los Datos Primarios

4.1.1 Primer Nivel (MR-10)

La concentraciéon de vitamina B2 para el MR-10 se determind mediante el
analisis 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 determinacién de este material de referencia.

Tabla 5. Datos Primarios MR-10. Técnico 1

Réplica Masa | Concentracion |Concentracion
(9) (Hg/ml) (mg/1009)

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

X 0,23

Elaborado por: Semanate M., 2016.
Fuente: ECUACHEMLAB, 2016.
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Tabla 6. Datos Primarios MR-10. Técnico 2

4.1.2 Segundo Nivel (MR-60)

La concentracion de vitamina B2 para el MR-60 se determiné mediante el
analisis previo de los cromatogramas obtenidos en el software N2000 (Anexo
A). Los resultados indican valores comprendidos entre 0,75y 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

Réplica Masa |Concentracion |Concentracion
(9) (Hg/ml) (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
S 1,0818 0,051 0,24
6 1,1819 0,054 0,23

X 0,23

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

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

Tabla 7. Datos Primarios MR-60. Técnico 1

Réplica Masa |Concentraciéon|Concentracion
(9) (g/ml) (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

X 0,76

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

4.1.3 Tercer Nivel

La concentraciéon de vitamina B2 para el MR-63 se determiné mediante el
analisis 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 establecidé que no existe variabilidad en los datos para la determinacion de

Réplica Masa |Concentracion |Concentracion
(9) (ng/ml) (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

X 0,76

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

(MR-63)

este material de referencia.

Tabla 9. Datos Primarios MR-63. Técnico 1

Réplica Masa |Concentraciéon |Concentracion
9) (ng/ml) (mg/1009)

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

X 1,48

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

4.1.4 Cuarto Nivel

La concentracion de vitamina B2 para el MR-64 se determiné mediante el
analisis 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

establecié que no existe variabilidad en los datos para la determinacion de

Réplica Masa |Concentracion |Concentracion
(9) (hg/ml) (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

X 1,48

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

(MR-64)

este material de referencia.

Tabla 11. Datos Primarios MR-64. Técnico 1

Réplica Masa |Concentracion |Concentracion
(9) (ng/ml) (mg/1009)

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

X 6,97

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

Réplica Masa |Concentracion|Concentracion
9) (ng/ml) (mg/1009)

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

X 6,97

Elaborado por: Semanate M., 2016.

Fuente: ECUACHEMLAB, 2016.

4.2 Linealidad

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

realizaron cinco curvas de calibracion en el transcurso de cinco dias en

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

de las abscisas las concentraciones de los estandares de riboflavina en pg/ml

y en el eje de las ordenadas el area que representa cada estandar expresadas

en unidades cuadradas (u?) (ver Tabla 13).

Tabla 13. Datos de las curvas de calibracion para la determinacion de

riboflavina
Concent. Eje Y (Area u?)
Est. Eje X Curval Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva b
(ug/ml) Téc. 1 Téc. 2 Téc. 1 Téc. 2 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.

31




A continuacion se representa graficamente la estimacion de la ecuacion de la

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

correlacion lineal (r).
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Figura 2. Estimacion de la ecuacion de la recta. a) Primer dia. r=0,9998. b)
Segundo dia. r=0,9994. c) Tercer dia. r=0,9995. d) Cuarto dia. r=0,9997. e) Quinto

dia. r=0,9998.

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

obtuvieron coeficientes de correlaciéon 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. Ademas, se estim6 por regresion lineal la concentracién de

riboflavina presente en cada muestra analizada en unidades de ug de

riboflavina/ml de solucion.
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Adicionalmente se determind por el método de minimos cuadrados los valores

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

integrando todas las curva de calibracion.

Tabla 14. Estimacion Lineal de las curvas en forma integrada

Estadistico

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.

y =3354855,59x + 65113,26
R*=1,00

Vitamina B2

& 4000000,000
]
S 3000000,000
2
; 2000000,000
e
©
¢ 1000000,000
L

0,000

0,000 0,200 0,400

0,600 0,800 1,000

Concentracion del Estandar (ug/ml)

Figura 3. Ecuacion global de las curvas de calibracion integradas para la

determinacion de riboflavina

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

establecieron los limites superiores e inferiores de las curvas de calibraciéon

[Ec.27 y Ec.28], que determinan el rango de confianza de medicion y asi

asegurar que las curvas realizadas posteriormente se encuentren dentro de

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

limites establecidos es recomendable eliminar y corregir si fuese el caso.
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Valor t-student
terie=(1—a;v)
terie=(0,05;3)
terie= 2,353
Limite superior

LS = b+ terig X Syy

LS = 65113,26 + (2,353 x 21089,92)
LS = 114737,83 u?
Limite inferior

LI = b - tCT'it X Syx

LI = 65113,26 — (2,353 x 21089,92)

LI = 15488,69 u?

Limites aplicados a cada concentracion de estandar
Céalculo demostrativo: Primer estandar (0,100 pg/mL)
Area = 3354855,59[Conc] + LS

Area = 3354855,59[0,100] + 114737,83

Area = 451216,43 u?

Area = 3354855,59[Conc] + LI

Area = 3354855,59[0,100] + 15488,69

Area = 351967,28 u?
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Tabla 15. Limites de la recta de calibrado integrada (global)

EST. Limite Limite
(ug/mL) | superior (u?) | Inferior (u?)
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.

4000000
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3000000

2500000 —@— Global- Curvas de Calibracion

2000000 integradas

—@— Limite superior
1500000

Area (u?)

1000000 Limite inferior

500000

0

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

Concentracion del Estandar pg/mL

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

Con el fin de comparar la diferencia entre las curvas de calibracion realizadas
bajo condiciones de reproducibilidad, se establecié que no existe variabilidad
en la funcion respuesta (area de cada estandar). Ademas se realizé un analisis
global de las curvas obtenidas y se determiné que se puede utilizar cualquier

curva para el analisis de las muestras en la determinacion de vitamina Bo.

4.3 Limite de deteccion (LD)
A continuacion se reportan los resultados del ruido generado en los blancos
preparados para determinar el LD y LC (ver Tabla 16).
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Tabla 16. Blancos preparados

N° de Ruido

generado
(Area u?)
3066,083
3025,515
2970,800
3028,257
2629,000
3299,300
3210,670
3105,357
3290,716
3258,605
3088,430

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

corrida

OO N |RRWIN| -~

RN
o

S

Calculo del LD:
LD = 3(3088,430 uz)
LD = 9265,291 u?

_ 0,1003 ug/mL
"~ 391162,969%2

ug de Riboflavina

X 9265,29-u2

LD = 0,002 —
mL de solucién

El valor del LD es igual a 0,002 ug de riboflavina por mL de solucién, que
determina la concentracion minima de vitamina B2 que puede ser detectada
con una certeza razonable por HPLC bajo las condiciones de trabajo del

equipo.
Limite de cuantificacion (LC)

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

preparados para la determinacién del LC.
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Calculo del LC:
LC =10(3088,430 u?)
LC = 30884,303 u?

_0,1003 ug/mL
"~ 391162,969 u2

ug de Riboflavina

x 30884,303 u2

LC=10,008 mL de solucion

ElI LC es de 0,08 ug de riboflavina por mL de solucion, éste valor determina la
menor concentracion 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 Ba.

4.4 Rango de Trabajo

El rango de trabajo para la validacion de vitamina B2 establece como limite
inferior al limite de cuantificacion igual a 0,008 y como limite superior a la
concentracion del ultimo estandar de la curva de calibracion de 1,003

(expresados en unidades de ug de riboflavina/mL de solucién).

45 Precision

Con el fin de determinar si el técnico 1 y técnico 2, involucrados en el analisis
experimental pueden obtener resultados confiables y similares
estadisticamente por MR, se realizd un analisis de precisidon en términos de
repetibilidad (6 réplicas) y reproducibilidad (2 técnicos), se establecieron 4

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

CONCENTRACION (mg/100g)

NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4
Réplica| Téc.1 | Téc.2 | Téc.1l | Téc.2 | Téc.1 | Tec.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
X 0,24 0,24 0,76 0,76 1,48 1,48 6,98 6,97

Elaborado por: Semanate M., 2016.

Célculo demostrativo: Nivel 1

Tabla 18. Concentraciones de vitamina B, para evaluar el Nivel 1

Repetibilidad

Nivel 1
CONCENTRACION
(mg/1009)
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
X 0,24
ANOVA CME 2,833E-05
ANOVA CMTr 8,333E-06

Elaborado por: Semanate M., 2016.

Desviacion estandar

S, =

CME

S, = /2,833E— 05

S, = 0,0053

38




Coeficiente de variacion
S
%CVr = ? x 100

)

> x 100
0,24

%CVr =
%CVr = 2,26

Limite de repetibilidad

Lr =ty X V2 XS,

Lr = 1,96 X V2 x 0,02

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

Desviacion estandar

,  CMTr—CME
Sp= [P+ ———

8,333E — 06) — (2,833E — 05
Sg =\[0,00532 Iy )6( )

Sg = 0,005

Coeficiente de variacion

SR
%CVR = = x100

0,005
%CVR = 024 x 100
%CVR = 2,12

Limite de reproducibilidad
LR = to, x V2 x Si
LR = 1,96 X V2 x 0,019

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

niveles de concentracion 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 variacion de repetibilidad (%CV)) y
reproducibilidad (%CVR), que se muestran en la tabla 19, se obtuvieron
utilizando los resultados del analisis de varianza ANOVA y se encuentran
detallados en el apartado 4.5.1. (Tratamiento estadistico), son aceptados de
acuerdo a la Guia de Validacién (EURACHEM, 2005). Asi, el %CV: es menor
al 3% y el %CVr es menor al 5% para cada uno de los niveles, lo que
corroboran con el andlisis establecido asegurando la validez de los datos para
cada material de referencia.

Adicionalmente se calcul6 el Lr y LR que es igual a 0,05 mg de
riboflavina/100g de muestra para cada limite, la diferencia absoluta entre dos
resultados de prueba individuales (réplicas o duplicados de andlisis) debe ser
menor o igual al valor de cada limite establecido en condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad (EURACHEM, 2005).

45.1 Tratamiento estadistico

Con el proposito de determinar experimentalmente si cada técnico puede
obtener resultados confiables y similares estadisticamente en una misma
muestra en diferentes réplicas, se realizdé un analisis de varianza (ANOVA)
para cada uno de los niveles de concentracion de vitamina B2 que se muestran

a continuacion:

40



Tabla 20. Analisis de varianza ANOVA (Nivel 1)

ANALISIS DE VARIANZA

. Promedio Valor
Origen de las | Suma de | Grados de . i
variaciones | cuadrados | libertad de los F Probabilidad |~ critico
cuadrados para F
Entre grupos | 8,3333E- 8,3333E-
(Tratamientos) 06 1 06 0,294 0,599 4,965
Dentro de los 0,0003 10 2,8333E-
grupos 05
Total 0,0003 11
Elaborado por: Semanate M., 2016.
Tabla 21. Andlisis de varianza ANOVA (Nivel 2)
ANALISIS DE VARIANZA
. Promedio Valor
e et | oumage, Cjaaese| delox | | probabicaa crico
cuadrados para F
Entre grupos | 8,3333E- 8,3333E-
(Tratamientos) 06 1 06 0,122 0,734 4,965
Dentro de los 6,8333E-
grupos 0,0007 10 05
Total 0,0007 11
Elaborado por: Semanate M., 2016.
Tabla 22. Andlisis de varianza ANOVA (Nivel 3)
ANALISIS DE VARIANZA
. Promedio Valor
Origen de las | Suma de | Grados de . oy
variaciones | cuadrados | libertad de los F Probabilidad | critico
cuadrados para F
Entre grupos | 8,3333E- 8,33333E-
(Tratamientos) 06 1 06 0122 0,734 4,965
Dentro de los 0,0007 10 6,83333E-
grupos 05
Total 0,0007 11
Elaborado por: Semanate M., 2016.
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Tabla 23. Analisis de varianza ANOVA (Nivel 4)

ANALISIS DE VARIANZA

. Promedio Valor
Orlg_en _de las | Suma de Gr_ados de de los F Probabilidad | critico
variaciones | cuadrados libertad
cuadrados para F
Entre grupos | 3,33333E- 1 3.3333E-05| 0,08 0,780 4,965
(Tratamientos) 05
Dentrodelos | 5549 10 |0,00040667
grupos
Total 0,0041 11

Elaborado por: Semanate M., 2016.

Tabla 24. Resumen ANOVA

Concentracion F F critico | Conclusion
(mg/1009) calculado

No existe

Nivel 1 0,294 4,965 diferencia
significativa

No existe

Nivel 2 0,122 4,965 diferencia
significativa

No existe

Nivel 3 0,122 4,965 diferencia
significativa

No existe

Nivel 4 0,08 4,965 diferencia
significativa

Elaborado por: Semanate M., 2016.

Previo al tratamiento estadistico de los datos, se realiz6 el andlisis de varianza

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

del paquete estadistico Infostat (ver Anexo B) y la hoja de célculo Excel. Se

determiné 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

critico en todos los niveles (ver Tabla 24). Ademas, los resultados obtenidos

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

las muestras para obtener resultados confiables en condiciones de

repetibilidad y reproducibilidad previamente establecidas.
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4.6 Anédlisis 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 concentracion media de riboflavina utilizada para determinar

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

Tabla 25. Determinacion de la concentracion del MRC-77

NO Masa |Concentracion |Concentracion
(9) (ug/ml) (mg/Kg)
1 0,5115 0,783 76,51
2 0,5153 0,786 76,22
3 0,5138 0,790 76,86
X 76,53

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

Célculo Z-score para el MRC-77

X—Xi
Zscore = U
76,53 — 76
Zscore = #
Zscore = 0,26

En la Tabla 26 se reportan las concentraciones del MRC-78 y la concentracion
media de riboflavina utilizada para determinar la exactitud es de 20,40 mg de

riboflavina/Kg de muestra.
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Tabla 26. Determinacién de la concentracion del MRC-78

NO Masa |Concentracion | Concentracion
(9) (ug/ml) (mg/1009)
1 0,4929 0,201 20,42
2 0,5074 0,208 20,48
3 0,5009 0,203 20,29
X 20,40

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

Célculo Z-score para el MRC-78

X — Xi
Zscore =

U
20,40 — 20,37
Zscore — 052

Zscore = 0,05

Se determind la concentracion 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 aceptacion dado por la incertidumbre del certificado. El valor reportado
para el célculo de zscore €S menor a 2 para cada material de referencia,
estableciendo la validez de los resultados. EI método empleado para
determinar la concentracién de Vitamina B2z es exacto y muestra un gran

desempenio en las condiciones de trabajo del laboratorio.

4.6.1 Analisis de Incertidumbre

Para el andlisis de Incertidumbre se determind el valor de la Incertidumbre
Estandar Combinada (u) y Expandida (U) tanto para la curva de calibracion

como para las muestras analizadas. Ademas se consider6é 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%.

Ademas, se identificaron las 4 etapas para la estimacion de la incertidumbre

del método.

4.6.2 Especificacion

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

g de muestra por HPLC.

4.6.3

Identificacion de las fuentes de Incertidumbre

Durante todo el proceso para la determinacion de vitamina se identificaron

todas las contribuciones a la incertidumbre del método.

Tabla 27. Identificacion de las fuentes de Incertidumbre

Fuente de incertidumbre

Criterio de
aceptaciéon

Observacion

Recepcion e ingreso de
la muestra

Se desestima
(fuente bajo
control)

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

Almacenamiento,
manejo y preparacion de
la muestra

Se desestima
(fuente bajo
control)

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

Andlisis de la muestra
Preparacion de la curva
de calibracion

Lectura por HPLC

Obligatoriamente
se estima (fuente
no esta bajo
control)

Se deben considerar todos
los errores involucrados en el
proceso

Célculos

Se desestima
(fuente bajo
control)

Existen hojas de control y
calculo 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 Cuantificacién y combinacion

A continuacion se representa un diagrama de causa-efecto conocido también
como espina de pesado, que describe las principales contribuciones para el

calculo de incertidumbre del método.

Masa
Balanza
(g ) Reproducibilidad
atanza
Pureza del (ﬂR)
reactivo
Calibracion
l Incertidumbre
del método
Material
volumétrico Preparacion de Preparacion de
() solucion madre estandares
(K554) (Hgsr)
Volumen Curva de
calibracion

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

laincertidumbre combinada del método
Balanza

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

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

U
UBalanza = E

0,00051
Upalanza = T

UBalanza = 0,00025 g
Pipeta automatica

La incertidumbre combinada de la pipeta (Oxford, USA) se especifica
directamente en el certificado de calibracion adjunto (ver ANEXO I).

Célculo demostrativo: Alicuota 1 mL

Hp.auto. = 2 + Error
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0,0054

Hp.auto. = — + 0,020

Up Auto. = 0,02 mL
Material Volumétrico

Se utilizé la ecuacion Ec.22 de acuerdo al tipo de certificado de cada uno de

los materiales.

Céalculo demostrativo: balén de aforo de 500 mL

_ 0,2
Umy NG

Umy = 0,0816 mL

Tabla 28. Incertidumbres del material volumétrico

., . Volumen | Incertidumbre
Descripcién |Certificado Uso (mL) (mL) Mmy (ML)
Pipeta , .
aforada Calidad Alicuota 5 0,015 0,0061
Bal6n Calidad | SOUCion| o4 0,2 0,0816
madre
Baldn Calidad Dilucion 50 0,06 0,0245

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

Incertidumbre tipica combinada de la solucion madre (usm)

Calculo demostrativo:

UBalon 2 UBalanza z
e ()
Hsm one \/ Vol.aforo +( Peso )

o4 - (0,0816#&,)2 (0,00025 g)z
Hsu = 50,4 ug/m 500 mk 0,0252 ¢

tsmu = 0,50 pg/mL

a7



Incertidumbre tipica combinada de la primera dilucién (pp)

Céalculo demostrativo:

Hpawsn \° Hpipeta \° Hsm |
= conex |(7or'afors) * (7ot aforo)
Ho one \/Vol.aforo * Vol.aforo +(Conc)

0,0816 mL\%> 70,0061 mL\> (0,50 pgtrain’
Up = 5,1 pg/mL X ( ) ( ) + (—)
50 mk 5mib 50,4 pg/mb

pp = 0,050 pg/mL

Incertidumbre tipica combinada de la preparacién de estandares

Calculo demostrativo: Estandar 1

2
Usm 2 HUp 2 ( UBaion ) :uPipetaAuto. 2
=C X
HesT one \/(Conc) +(Conc) * Vol.aforo +( Alicuota )

0,50 ug/mL)Z < 0,50 pg/mL )2 (0,0816 mL)2 (0,022 mL)2

= 0,100 L
Hest Hg/mL x \/(50,4 ug/mL 0,050 pg/mL 50 mL 1mL

test = 0,002 pg/mL

Tabla 29. Incertidumbre combinada de los estandares preparados

Est. (ng/mL) | pgsr (ng/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 (pr)

La desviacion estdndar de reproducibilidad se calcul6 previamente en 4.4

(Precision), (ver tabla 11).

Célculo demostrativo: Nivel 1

UR _\/ﬁ
0,005 0,002 mg/100
= =0V, m
Ur \/ﬁ g g
Tabla 30. Incertidumbre por reproducibilidad (pr)
Concentracion N S UR (mg/
(mg/100 g) R 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 tipica combinada del método (umer)

Célculo demostrativo: Nivel 1

2
Hee \* | (Hr\? Upaion UBalanza.\?
= Concyiwar % (=) +(E2) + ( ) +
Hmer = &OMCNivel \/ Concgg: (X) Vol.aforo ( Peso )

Ec.

2 2

0,014 ug—/ml:)z N (0,0014 mg—/—l@@g)z N (0,0816 mL) N (%g)
1,003 pg/mk 0,23 mg/100g 50 mk 1,0932 ¢

04 g
""" 100 g de muestra

Uner = 0,23 mg/100g X \/(

Umer =0

Célculo del factor de cobertura k

Como se menciona en el apartado 3.4.7 (Incertidumbre) se calcul6 un factor
de cobertura para cada nivel de concentracion, utilizando la Ec.26 trabajando

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

4

v = —uy
T o i
i=0 vl
Verf = Hy'
sr .uBalanza4+UBalén4+uPiP8ta4+ pr* + pect
© © o n—1" n-—2
0,04*
666

Veff = 0,014 . 0,00147 -
12—-11712=2

Valor t-student
k=(1-a;v)

k = t(0,05;666)
k=1,65=2,0

Tabla 31. Incertidumbre combinada del método y expandida del método

. Factor de
L (PN gy | Cobera | i
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 Estandar Combinada (u) corresponde a +/- 0,04 mg
de vitamina B2 por cada 100 g de muestra. El ultimo nivel representa un rango
mas amplio de trabajo que comprende un valor de Incertidumbre Expandida
(U) de +/- 0,09 y la Incertidumbre Estandar Combinada (u) es igual a +/- 0,05

mg de vitamina Bz por cada 100 g de muestra.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Se determinaron los parametros analiticos de validacion como la
linealidad, rango de trabajo, limites de deteccion y cuantificacion,
precision, exactitud e incertidumbre establecidos para el método en
mencion. Los resultados obtenidos muestran un coeficiente de correlacion
lineal superior a r=0,999 para todas las curvas de calibracién, el LD es
igual a 0,002 ug/mL y el LC es de 0,08 ug/mL. El rango de trabajo
comprende una concentracion de riboflavina desde 0,008 hasta 1,003
pug/mL, un coeficiente de variacién por repetibilidad y reproducibilidad
menor al 3 y 5% respectivamente. El valor del Z-score se encuentra dentro
de los limites 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 B2z por cada 100 g de muestra
respectivamente. Para el Udltimo nivel se estableci6 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 elaboré un procedimiento para la determinacion de Vitamina B2 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia empleando la metodologia descrita
en el Método AOAC 970.65 modificado. Este documento describe las
directrices y parametros establecidos en el trabajo de validacién que son
una guia para los posteriores andlisis en el laboratorio Ecuachemlab Cia.
Ltda.
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3. Se establecid la aplicabilidad del método para la determinacion de
Vitamina Bz, 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 analisis estadistico 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 deberia validar otras vitaminas como la

tiamina.
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ANEXO A



N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 ESTANDAR-1 CURVA 1

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda. Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02- Date/Time: 2016-03-21,21:51:40
20160026. org Quantification: Area/Area%

Chromatogram (B2-24-02-20160026. org)

150
140
130
120]
110
100|
- 90
g 80
2
gz 70|
; 60
50
40 o
3 o
20 x
10 4/\
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 8,710 12478,442 381483,813 100,0000
Total 12478,442 381483,813 100,0000
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 ESTANDAR-2 CURVA 1

Company: Ecuachemlab Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02- Date/Time: 2016-03-21, 21:53:59
Quantification: Area/Area%

20160028. org

Chromatogram (B2-24-02-20160028. org)

A
ko
L)
o
> o
8
«©
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 1"
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 8,682 30717,406 914595,125 100,0000
30717,406 914595,125 100,0000

Total
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 ESTANDAR-3 CURVA 1

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda. Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02- Date/Time: 2016-03-21, 21:56:00
20160030. org Quantification: Area/Area%

Chromatogram (B2-24-02-20160030. org)

£ g

T ©

k|

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 8,690 60163,602 1785637,500 100,0000

Total 60163,602 1785637,500 100,0000
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 ESTANDAR-5 CURVA

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda.
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02-
20160034. org

1

Analyst: Mario Semanate
Date/Time: 2016-03-21,22:00:55
Quantification: Area/Area%

Chromatogram (B2-24-02-20160034. org)

8,658

Voltage(mv)

1 2 3 4 5 6 4 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 8,658 115256,367 3454139,500 100,0000
Total 115256,367 3454139,500 100,0000
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 ESTANDAR-5 CURVA 1

Company: Ecuachemlab Cia. Ltdé. Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02- Date/Time: 2016-03-21, 22:00:55
20160034. org Quantification: Area/Area%

Chromatogram (B2~24-02-20160034. org)

150
140 8
©
130! @
120]
110
100]
__ 90
-
g 80
En
;o 60
50
40
30
20,
10 T ]
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 8,658 115256,367 3454139,500 100,0000
Total 115256,367 3454139,500 100,0000
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-10)

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda. Analyst: Mario Semanate

Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-04-03- Date/Time: 2016-04-06, 16:58:34
20160001. org Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-

26-02. mtd

150 Chromatogram (B2-04-03-20160001. org)

140
130]
120
110

Voltage(mv)

o ,o3B83883288

Vitamina B2

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

Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/mi)

1 Vitamina B2 9,190 8181,225 257278,000 0,0549

Total 8181,225 257278,000 0,0549
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-10)

Company: Ecuachemlab Analyst: Mario Semanate

Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-04-03- Date/Time: 2016-04-06, 17:04:36
20160007. org Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-

26-02. mtd

455 Chromatogram (B2-04-03-20160007. org)

140
130
120
110]
100

Voltage(mv)
388383388

Vitamina B2

©

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

10

Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area

Conc.(ug/ml)

1 Vitamina B2 9,100 8122,077 252438,609

0,0535

Total 8122,077 252438,609
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-60)

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda. Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-24-02- Date/Time: 2016-04-06, 17:17:17
20160013. org Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-
26-02. mtd

150 Chromatogram (B2-24-02-20160013. org)

140

130!

120

110

100

90

80

Voltage(mv)
S

60
50 @
£

40 £

% s

20,

10, i —

o :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/mi)
1 Vitamina B2 8,817 19534,344 594772,188 0,1525

Total 19534,344 594772,188 0,1525
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-

Analyst: Mario Semanate
Date/Time: 2016-04-06, 17:58:50
Quantification: Area/ESTD

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda.

Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-23-02-
20160011. org

Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2~
26-02. mtd

Chromatogram (B2-23-02-20160011.

60)

org)

. 90y
-
80
3
2 70
S 60
s a
2
™ :
b >
20
10
ok—___,fm\—“«_-_ﬁ__fx —
0 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 1"
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 9,220 20620,182 622883,000 0,1606
Total 20620,182 622883,000 0,1606
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-63)

.

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda.

Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-23-02-
20160025. org

Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-

Analyst: Mario Semanate
Date/Time: 2016-04-06, 17:50:50
Quantification: Area/ESTD

26-02. mtd
150, Chromatogram (B2-23-02-20160025. org)
140}
130
120
110
100,
= 90
>
80
3
g 8
g ® :
s ;
40 S
30
20
10
of T N ——
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 9,177 34871,438 1072520,750 0,2906
Total 34871,438 1072520,750 0,2906
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N2000 Chromatography Data System

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda.
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-23-02-

20160031. org

VITAMINA B2 - (MR-63)

Analyst: Mario Semanate

Date/Time: 2016-04-06, 18:06:50

Quantification: Area/ESTD

Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-

26-02. mtd
150 Chromatogram (B2-23-02-20160031. org)
140
130
120
110
100!
. 90
Z 80
PR o
S 60 s
>
s ;
40| >
30!
20
10
I
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 "
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 9,197 35619,367 1083944,750 0,2939
Total 35619,367 1083944,750 0,2939
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-64)

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda ' Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-08-03- Date/Time: 2016-04-06, 22:22:49
20160002. org Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-
26-02. mtd
150, Chromatogram (B2-08-03-20160002. org)
140
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 8,805 76479,633 2471941,000 0,6952
Total 76479,633 2471941,000 0,6952
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N2000 Chromatography Data System

VITAMINA B2 - (MR-64)
Company: Ecuachemlab Cia. Ltd;

Analyst: Mario Semanate
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-08-03- Date/Time: 2016-04-06, 22:32:25
20160012, org

Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-
26-02. mtd

Chromatogram (B2-08-03-20160012. org)

&
2
:
g
2
o
>
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 8,677 77474,117 2542307,250 0,7155
Total 77474,117 2542307,250 0,7155
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N2000 Chromatography Data System

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda.
Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-08-03-

VITAMINA B2 - (MRC-77)

Analyst: Mario Semanate
Date/Time: 2016-04-06, 22:40:48

20160026. org Quantification: Area/ESTD
Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-
26-02. mtd
5o Chromatogram (B2-08-03-20160026. org)
a
E i
>
g
k't
| A
o
=
———e ]
4 5 6 7 8 9 10 11
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 8,498 76462,953 2774925,000 0,7827
Total 76462,953 2774925,000 0,7827
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N2000 Chromatography Data System

Company: Ecuachemlab Cia. Ltda'.

VITAMINA B2 - (MRC-78)

Analyst: Mario Semanate

Data File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\B2-01-03- Date/Time: 2016-04-06, 22:45:51

20160001. org

Quantification: Area/ESTD

Method File: F:\Vitamina B2\Validacion\Muestras\Curva-1-B2-

26—02. mtd
150 Chromatogram (B2-01-03-20160001. org)
140
130
120
110/
100
= 90
>
80
£
@ 70
3 60
5
5 .
40 E
% s
20
10
0 B P oo SO s SN——
0 1 2 3 4 5 [} 7 8 9 10 1
Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.(ug/ml)
1 Vitamina B2 8,862 23976,531 763717,688 0,2013
Total 23976,531 763717,688 0,2013
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ANEXO B



ANOVA PRIMER NIVEL

Analisis de la wvarianza

Variable N B=
Tratamientos 12 0,03

R Aj CV
0,00 2,26

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo.
Columnal

8,3E-06
,3E-06

1
1

8,3E-06 0,29
,3E-06 0,29

0,5995
0,5995

o
]
2

8E-04 10

Error N
SJE-04 11

Total

, BE-05

=
g
2
P

ANOVA SEGUNDO NIVEL

Analisis de la wvarianza

Variable N E*
Tratamiento=s 12 0,01

RT By CV
0,00 1,09

Cnadro de Andlisis de la Varianza
F.V. 5C gl CM F

(SC tipo I)

p-valor

Modelo. 8,3E-06 1 8,3E-08 0,12
Columnal &8,3E-06 1 &8,3E-06 0,12
§,8E-04 10 &,8E-05

g, 3E-04 11

Error
Total

0,7342
0, 7342

ANOVA TERCER NIVEL

Analisis de la varianza

Variable ) R* RE* &5 CW

Tratamientos 12 1,%E-03 0,00 1,42

Cnadro de Analisis de la Varianza
F.V. 5C gl CM F

(SC tipo I)

p—valor

Modelo. 8,3E-06 1 8,3E-06 0,02
Columnal 8,3E-06 1 8,3E-06 0,02
Error 4,4E-03 10 4,4E-04
Total 4,4E-03 11

0,8935
0,8935
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ANOVA CUARTO NIVEL

Analisis de la varianza

Variable N E* ER®* Bj CW
Tratamientos 12 0,01 ©0,00 0,29

Cnadro de Analisi=s de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo. 3,3E-05 1 3,3E-05 0,08 0©O,7805
Columnal 3,3E-05 1 3,3E-05 0,08 ©O,7805

Error 4,1E-03 10 4,1E-04
Total 4,1E-03 11
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ANEXO C



(%} National I nstitute of S tandards & Technology

Certificate of A nalysis

Standard Reference Material® 3233

Fortified Breakfast Cereal

mSmdndhfameMmid(SRmimuﬂdpﬁnnﬂyfmvaﬁMmofMods&rdﬂmﬁﬁngmdm
sugms,diﬁatyﬁbc,vimmim,demm&mdaninoaddsinforﬁﬁedhedd’weuedsmdainilumﬂerids. This
SRMemdmbemedfmqmmymmeewhmmmingvdmtoh—hommfmm. The SRM is a
wheat-basedfo:ﬁﬁedbmkﬁslwedpmpuedbyaoomdalnmum. A unit of SRM 3233 consists of one
bouleconniningapproximadngofmidmdsededinsidemdmﬁimdm

Certified Mass Fraction Values: The certified mass fraction values of selected elements and vitamins in SRM 3233
are provided in Tables 1 and 2. respectively. ANISTwﬁﬁedvdmisavalwfornﬁlelsrlmﬂuhiglw
eonﬁdenceinislcuncyinthuallkmwnorsuspoctadsomofbixhlvebeminvwignedorhkmmm
account [1]. AmlysesforvﬂueasﬁgummtwmpufotmdbleSTMwuabmaﬁnghbomm«. Certified values
mulcdnedns'hememofﬂwmvduesﬁomNISTMods,ﬂnnmnﬁomU.S.Dmmmtof
Agriwhure(USDA)meﬂmds,mddleMmofdnmmmlupmvidedbyeollabonﬁnghbomoﬁa,whue
appropriate. Auvdlmmwnhnedmd:omwuglmng The associated uncertainties are expressed at the 95 %
level of confidence [2-4]. Values are reported on a dry-mass basis in mass fraction units [S].

Reference Mass Fraction Values: Reference mass fraction values are provided for additional elements (Table 3),
vitamins (Table 4), proximates. sugars, and calories (Table 5), dietary fiber (Table 6), and amino acids (Table 7). A
Msrrdmcevdmisamﬁﬁedvduhmisthebeﬁesﬁnueofdnwmvaluebuedmavlihﬂemhowever,
ﬂxevalmdoesnmmeetﬂleNlS!‘aimilforcuﬁﬁcnion[I]mdismvidedwidlmocinedmcuuinﬁesﬂmn-y
mﬂectmlymmmtreprodudbiﬁ!y,mymt‘ 1ude all of inty, or may reflect a lack of sufficient
statistical agreement among multiple analytical methods. The reference mass fraction values were derived from results
reported by NIST or collaborating laboratories. Vdmmrw‘edmadrymbsisinmsﬁwﬁmmhs[ﬂ.

Information Mass Fraction Values: Information mass fraction values for several elements determined using a single
method at NIST are provided in Table 8. lnfannimmﬁnaionvalmforscvualformofdiemyﬁber
dquninedbyasinglecoﬂabomingllbormqmpmvidedinhblea A NIST information value is a value that
nuybeofintaestwﬂ:eSRMusu,bminsuﬁduninfo:mﬁmisavdllblelomslhemcahmtyassodamdwim
thevulu,ﬂnet‘menommyispmvided Valuesmmponedmadry-:mssbnisinmﬁwﬁonmits[ﬂ.

Expiration of Certification: mwﬁﬁmﬁmofsmmhvdidwiﬂ:inﬂnmmmmﬁmyspedﬁed,
lmilzol‘nw,providedtheSRM'ulm:dledmdstoredinacoordmnowiﬂ:ﬂleinsu’mﬁmsgivminﬁﬁscaﬁﬁcme
(see “Instructions for Storage and Use”). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or
otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If substantive
technical changes occur that affect the certification bd'mlheexpiraﬁonofﬂ:iseuﬁﬁleSTwiﬂnoﬁfythe
purchaser. Regimuion(seeutadmdsbeaorreg’steroﬂino)ﬁﬂﬁciﬁmmﬁﬁuﬁm

Wmﬁhbﬂﬂdm“ﬁgbheﬂﬁﬁeﬁmdﬁssmmwfmbyKESIIpIesmd
u.WwdofmeMﬂauddemmﬁdmmdS,B)ﬁngofﬂnGwsymMusAsocﬁm(m
Washington, DC).

Carlos A. Gonzalez, Chief

Chemical Sciences Division

Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Jr., Director

Certificate Issue Date: 05 September 2014 Office of Reference Materials
Certificate Revision History on Last Page
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Committee’s (FIACC’s) interlaboratory comparison exercise: Campbell Soup Company, Camden, NJ; Conagra Foods,
Omaha, NE; Covance, Inc., Madison, WI: Monte Foods, Walnut Creek, CA; Eurofins Central i

MMM.LA;EM&MM@D&MMIA;MMH;M.M@V&H%MN;HerrmI
FoodsCorpomion,Amdn,MN;KnngaFmdhbomodu,Biﬂuia,MA;Lme’hkg,ArdmiﬁanN;Schwm
Food Company, Salina, KS; Silliker, Madison, WI; The JM. Smucker Co., Orville, OH; The National Food

Statistical analysis was provided by J.H. Yen of the NIST Statistical Engineering Division.
Suwonmmvdvdmmimdﬁssm“ewwmmﬂomwofm
Materials.

NOTICE TO USERS: SRM 3233 IS INTENDED FOR LABORATORY USE ONLY, NOT FOR HUMAN
CONSUMPTION.

INSTRUCTIONS FOR STORAGE AND USE

Storage: msmmuummumuedmmw(onmZPC)inﬂnodmuwpanedbotﬂes.
Forehmundnnlyus,ﬂmbmﬂecmbemmpedmdhﬂpmﬁommmveddnﬂymdmﬁl
the material reaches its expiration date. Forvimninmnlyses,d)ebotﬂcmnbem-uppedmmm«mremoved
mdlnllyzedﬁxuvenlmﬂhstﬁsﬂ:eboﬂlcwasﬁmopmed. Water-soluble vitamins are stable in
pmviouslyopmedandﬁghdymuppedbolﬂsfnrllemoneyeuvdmnomdnmomtempumormdu
refrigeration (4 °C).

and 10 g for vitamin analysis. Tc&paﬁmsdnidbemdyudsmedvedmdmduomvmdmu&y-mb&sis
bydeunﬁmngnlﬁmmmt(mingmofmmhothduaibedbdow)maupumt&paﬁm Results
btained in analyses should include their own esti of uncertainty and can be compared to the certified values
using procedures described in refe 6.

SOURCE, PREPARATION, AND ANALYSIS®

Source and Preparation: The SRM is a fortified breakfast cereal. Two hundred kilograms (440 Ibs) of fortified
breakfast cereal was recei ‘mﬁﬁnsinainglellrgeboxTheoomofﬂnboxwemymdt_olsom(som),

Analytical Approach for Determination of Elements: Value assignment of the mass fractions of the elements in
SRM3233vnsbuedouthecomﬁnnionofme8mmﬁommiﬂ’umMyﬁcd methods at NIST and
colhbonnngllhmws,whaeuvuhble. le‘rptovidedmmmbyuingindwﬁvdywﬂedglm

@ Certain i i i or ials are identified in this certificate to adequately specify the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or end by the Nati Institute of Standard:
MTmby.mbuiimhMmmﬂsmmmw“ the best available for the purp
SRM 3233 Page2of 11
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: NIS‘I‘AndymforB-.Ca.Cr,Co,Cl.Fe.LK.Mg,Mn.Mo,N-.Nl.P,s-,Sr,V.mZ-UlhglCl’-OEs
and/or ICP-MS: Barium, calcium, wm,mmmmmmmm sodium, strontium,
mdzincwemlmnstredbyIQP-OESmhgq:pﬁgueo.sgtalt_pottjomtakmﬁ'qnead;oflOb«ﬂsofSRMS?JB.

sample preparation system. lodinewlsmemndbleP-Msinsingeo.SgMpmﬁommkmﬁomMofsix
bottles. qu)lumdiguwdinaqm thy ium hydroxide using a mi sample preparation
system. Quantitation for lCP-OESudlCP-MSwubuedonﬂnnuhodot‘slmdud additions. Tin was not
homogeneously distributed in SRM 3233, with values ranging between 0.04 ug/g and 0.3 pg/g. and a value for tin
could not be assigned (see “Hi ity A g | Simihdy,valmsfmd\mniummgedﬁomwglnguyg,
valuufornichlmnadﬁumZMgm4ug/g,mdvduamnmasiynd.

le‘l'Aﬂynnfu-Cd-ﬂPbUﬁglmnDlhﬂnlCP-MS: Cadmium and lead were measured by ID-ICP-MS
mingdlpliweo.Sgts(pomukmﬁ'omendmﬁb(botdesofSRM:i?Jl Samples were spiked with ''Cd and
‘“Pbmdmdigmadinnhﬁcnddmhganiaowavemnﬂepnpamionsymm Sample digests were evap d
noneurdxymmdaporﬁonwasreeomﬁunedindilmeniuicwidt‘orl’b-nlysis To remove spectral interferences
mhudnimmmoumemmm«nofmempledigmwewmmdbdmmd
reconstituted in water and ated hydrochloric acid to the nitrate form to the chloride. Samples were

eluted using hydrochloric and hydrofluoric acids, The cadmium-containing fraction was eluted using nitric acid. This
fraction was evaporated nodrynmndmdimolvedinninicuﬁdpﬁummdysis. Lead was not homogeneously
distributed in SRM 3233, with values ranging between 0.04 pg/g and 0.4 1g/g, and a value for lead could not be
assigned (see “Homogeneity Assessment”).

NIST Analysis for As Using RNAA: AlsuﬁcwasnmmbyRNMusingsingleo.Zngpwﬁuuhkmﬁ'om
each of six bottles of SRM 3233, hdividmldisksmformad&omﬂampmﬁmudngaminleumeldiemd
hydraulic press. Smpleampacbgedindividmllyindem,‘, hylene bags and irradiated in one polyethyl
imdiaﬁmvemdforShnZOMW,wlﬁd:pmviddaﬂnmnlmﬂmemeoﬂ!lo”cm'zf'. Samples were
combined with ”’As prior to chemi | separation. Sampl wuadissolvedinlnixmofmuiclndpudﬂoricacids,
and arsenic separated from the matrix as described in reference 7. The 559 keV line from decay of As was used for
quantitation. TI!B9keVﬁneﬁumdeuyof"Aswuevimdforyidddﬁanimﬁon

NlS’l‘AlﬂymhrAl.C\;Cr,Fe,M.,Mn,Mo,Nn,V,udhUﬁglNAA: Aluminum, chlorine, chromium,
hmmgmimmmm&b@mmﬁmv-ﬂimmmmwbydengdwﬁm
O.mgMponimst&anﬁomudlofsixbonlesofsmnn Powdmmpesudﬁocylindﬁulpeﬂe&md
suwl«,shndnds,mdoonuolswueplchgadimﬁvidmllyindmpdyahylmbagsmdimdimdindividmllyn
20 MW. Fumﬂyﬁsoﬁhedloﬂivedmﬂids(dmﬁnundﬂminqmymimmmndimmd
Mm)hNMuhmlgsmMmmdMﬂmMiﬁMMWﬁﬁmﬂm
monitor foil for 60 s at a reactor power of 20 MW. mmwdmnaﬂsSuindemyauWHo«becmr
dismoeochmﬁxSninomnﬁngﬁm For the analysis of chromium, iron, lybdenum, and zinc samples by
mmmmmummﬁmﬁxu;mmﬁmmsmmmmmmd
materials were irradiated another 4 h. Molybdanmwuounwdfwshlﬂuadmofmethmlah. Chromium,
eobﬂgirm,ndzimmoommdforshaﬁuadecqofmethnlzom

WWIﬁMsz Vdmndmmofﬁ:emﬁ'uﬁmofﬂnvimmimh
SRM3233wublsedonﬂleeomlimﬁonofmltsyrovidedﬁ'omv.iommﬂyﬁednnﬂlodanlST,USDA,md
collaborating laboratories.

NIST Analyses for Fat-Soluble Vitamins: Vitamin A (as retinyl palmitate) and vitami E (as a-tocopheryl
mm“nMﬂﬁmﬁqﬂWMﬁmmeMmﬂM) Calibrants were
medmvimﬁauy,nladlhmdedmwmmelﬂdsofﬂwmw”mmmsm Internal
mndardswueeuployad;asinglesolmionwulnedfotdwdﬂxmsmdnnml&
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nwbilephseofGO%nnmmolmdw%aoamiuﬂeomniﬁngSanLammﬁumm Retinyl palmitate,
reﬁnylpllnime-d‘,tocol,mda-tocophaylmawuemotmomdlm/:m,m/zﬂii,m/zsss,mdn/zﬂl
respectively. Reﬁnylpulnﬁmewunothomogmeomlydislﬂbmdinsm 233, with values ranging between 2 pg/g
and 12 pg/g, and a value for retinol could not be igned (see “Homogeneity A "

NIST Analyses for Water-Soluble Vitamins: Was-soluble\itmﬁmmmmedbylsingwm&with
bsorb detection, MS, or isotop dihxﬁm(lD)tmdemmspeeuomyMlMS). Calibrants were prepared
mvimetriedly.nbvdsintmdedhq)pmdmﬂwlevdsoﬂheviunimimhesm In cases where an internal
standndmsenployad,lsinglesduionwnmedforﬂ)emﬁhmndsmles.

Ascorbic Acid: Ambicucid(vitminC)wumeasmdbyLCusingaCuodunmwiﬂnbsorhneedemcﬁonu
243 nm. Dq)liangtulpoﬂiomﬁomeudmflObotdumdissolvedinwgmHgofHPDC-mdem. An
internal standard, 4-pyridoxic acid, was added. Maaphosphoﬁcaddmlddedmmbiﬁnlbeﬁwﬁncinﬂn
mixture. Dithiothreitol was added to the mi to dihydroascorbic acid to total ascorbic acid. The mixture

delarnimﬁonofvinnimB.hydmd)loﬁde,&.:ﬂpyﬁdoxingnindmnide,dﬁn,pmﬁnﬁcﬂmdpyﬁdom.
WM“CMMMMIMWMM/Z%&WW. Niacinamide and *H,-niacinamide
were measured at m/z 123 and m/z 127, respectively. Niacin and *Hy-niacin were measured at m/z 124 and m/z 128,
respectively. Pantothenic acid and "*C;,"N-pantothenic acid were measured at m/z 220 and m/z 224, respectively.
Pyridoxine and "*Cy-pyridoxine were measured at m/z 170 and m/z 174, respectively. Pyridoxal and 2Hs-pyridoxal
mmednm/zl“ndm’zlﬂ,mspeaivdy. Riboﬂavinwasmredum/z”?,wid:“&-uvﬁdoﬁmas
the internal standard.

Cyanocobalamin: Cyanocobalamin (vitamin B12) was measured in two 2.0 g test portions taken from each of six
bottles. Cymowaunmmmdﬁmﬁaﬁudwmf,nmsmemifug&mdhsmm
filtered through 0.45 um nylon filters. Yitrium was added as an internal standard. The samples were analyzed for

i mmcwmuyﬁmﬁngaclnmlmamﬁbphmofuhyluﬁmwcwid
inmodmnolndmhr,mdindwﬁvdycoqiedphsmmnssspectmnnw(lCl’-MS)wiﬂ:duecﬁdezﬂfor
cyanocobalamin and m/z 89 for yttrium.

Folic Acid: Folicaddmumuumsmn-rbmtwol.Ogtwpuﬁmukmﬁomead:ofIwales Internal
standard “Cs-folic acid was added. Asodiumphosﬂ)mbuﬁueoﬁningmbicnddwundded,ndnnphsm
vm-mbmd,nbjccedtogmﬂomkingn37°c,boiled,mdoooledouica Swunmxsﬁvmouﬂriﬁadumples
were filtered through 0.45 pm filters. The filtered supernatants were analyzed for folic acid and BCs-folic acid by
positive mode LC/MS/MS. Ay:dianthodwhhawmdwmniuﬂdfanicwidmohﬂepluemdnCn
mused-phmaﬂmmmdhhdﬂcﬁnﬁmofbmhbﬁcaﬁdmd“&-ﬁoﬁcndi The transitions
m/z4424—ow‘2295.luﬂ»l/zu1.4—+m/z295.lmmoaimmdt‘orfoliclddmd"&-folicacid.rspwﬁvely.

bottles. haﬁ!dmdsgm%lmm“mw“mﬁmyﬁbuhmhofﬁx
bottles using four AOAC Official Methods of Analysis: %S.nToﬂmmyFibuinFoods(Enzynﬂio-G:ﬁmﬁc
Method); 991.42 Insoluble Dietary Fiber in Foods and Food Prod (Enzymatic-Gravimetric Method, Phosph

Buffer); 2009.01 Total Dietary Fiber in Foods (Enzymatic-Gravimetric-Liquid Chromatographic Method); and
2011.25 Insoluble, Soluble, and Total Dietary Fiber in Foods (Enzymatic-Gravimetric-Liquid Chromatography) [8].
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Because of variability among data provided by laboratories participating in an interlaboratory comparison exercise,
the median of laboratory means is used, with the uncertainty estimated using the median absolute
deviation (MADe) [9].

Determination of Moisture: MmsnncumofSRMSﬂSmdmmneanlST(seeﬂmmforSmmge
and Use™) by (1) freeze-drying to constant mass over 7 days; (2) drying over magr

at room temperature for 28 days; and (3) drying for 2 h in a forced-air oven at 80 °C. Unwelgimdtuultsobtamed
using all three techniques were averaged to determine a conversion factor of (0.983 + 0.007) gram dry mass per gram
as-received mass, which was used to convert data from an as-received to a dry-mass basis; the uncertainty shown on
lhlsvllwumexplndedmoemmv Anmeuwmy p for the ion factor (0.36 %) obtained from
the moisture measurements is incorp d in the inties of the certified and reference values, reported on a
dry-mass basis, that are provided in this certificate.

wa ﬂwhomgmutyofwmmmddmwmdnmﬂmgthenﬁodsmd
test portion sizes described above. H ity of constituents d solely by collaborati ies (e.g.,
mm)mmlmd,dboughhdnmmmummmmmw
distributed. Retinyl palmitate and certain elements showed a lack of homogeneity; in these cases, either values are
not provided (chromium, lead, nickel, tin, retinyl palmitate) or the uncertainties incorporate a component for
inhomogeneity (cobalt, molybdenum). For the other elements and the vitamins, analysis of the variance did not show
statistically significant heterogeneity.

Value Assignment: The collaborating laboratories reported the individual results for each of their analyses for a
given analyte. The mean of each laboratory’s results was then determined. For calculation of assigned values for
analytes that were measured only by the collaborating laboratories, the median of the laboratory means was used. For
analytes that were also measured by NIST, the median of the individual collaborating laboratory means, the USDA’s
mean, and the mean of the individual sets of NIST data were averaged, as appropriate.

Certified Mass Fraction Values for Elements: Each certified mass fraction value is the mean from the combination
of the mean of results from analyses by NIST and the median of the mean of results provided by collaborating
laboratories, where available. The uncertainty provided with each value is an expanded uncertainty about the mean
to cover the measurand with approximately 95 % confidence. The expanded uncertainty is calculated as U = ku,
where . incorporates the observed difference between the results from the methods and their respective uncertainties
and an uncertainty component for moisture correction, consistent with the ISO/JCGM Guide and with its
Supplement 1, and k is a coverage factor corresponding to approximately 95 % confidence [2-4). The measurands
are the total mass fractions of the elements in fortified breakfast cereal. The certified values are metrologically
traceable to the SI unit of mass, expressed as milligrams per kilogram on a dry-mass basis.

Table 1. Certified Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Elements in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)

Barium®» 2766 * 0033 2.00
Cadmium® 0.0819 £  0.0020 2.15
Calcium(*® 36910 + 920 2.00
Copper®® 397 & 028 2.00
Iron@®4) 766 £ 36 2.00
Magnesium®49) 1093 87 2.00
Manganese®®*) % 1 R SR T | 2.00
Phosphorus®® 2592 + 68 2.00
Potassium(** 3060 + 140 2.00
Sodium®*49) 6830 + 120 2.00
Strontium®® 834 % 017 2.00
Zinc®4) 628 + 16 2.00

® NIST ICP-OES

® NIST ICP-MS

© NIST ID ICP-MS

@ Collaborating laboratories

(9 NISTINAA
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the results from the methods and their resp ive uncertainties and an inty comp for moisture ion,
wnismmﬂnlSOlJCGMGidendmﬂiitsSuppleml,uﬂkisacovengeﬁﬂorconwmdingm
approximately 95 % confidence [2-4]. Tbenmnmdsmthemulmﬁmﬁonsofﬂ)evimﬁnsinforﬁﬁed
breakfast cereal. mcaﬁﬁedvalmmmdogidlymblemﬂnﬁuﬁtofmnpmsedn
milligrams per kilogram on a dry-mass basis.

Table 2. Certified Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Vitamins in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)
Thiamine (Vitamin B,)®b<e) 602 = 94 2.00
Riboflavin (Vitamin B,)®4 6. 22 2.00
Niacinamide®® 7% = 27 2.00
Total Vitamin B; as Niacinamide®<2 822 s+ 39 2.00
Pantothenic Acid®<® 540 * 40 2.00
Pyridoxine(® 780 * 47 2.00
Total Vitamin Bg as Pydridoxine®<» 819 = 90 2.00
Folic Acid®=? By & 12 2.00
Total a-Tocopherol (Vitamin E)®4i 1350 £ 220 2.00
@R 4 as thiamine ion (265,36 g/mol), not thiamine chiori W s
® Collaborating laboratories
© NIST ID-LC/MS
@NISTLCMS
© USDA
® NIST ID-LC/MS/MS
ww-demmeﬁamm 1o niacinamide by multiplication by the
ratio of the relative molecular masses.
Nw.umdwﬂoﬁmulwﬁbﬂwﬁawuwly d to pyridoxine by muliplication by the
ratio of the relative molecular masses.
"?a-TocoﬁumlwsadtbdeRM37J3-m-c-beophuylm This certified value is expressed as a-tocopherol
qui and includ ly ing” as well as the herol acetate that was added.

Reference Mass Fraction Values for Elements: Eldnefmmﬁuﬁonv!lmisﬂlemmmofNIST

analyses using one or two methods. The uncertainty provided is an d: ly about the mean to cover the
measurand with approximately 95 % confidence. T‘heexpumbdmeuumyismlctlnadasu=be,wherem
represents the combined an y P fo_rmoismcomon.cmsmtwm

Table 3. Reference Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Elements in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)

Cobalt® 0174 £ 0.033 257

Molybdenum® 161 £ 016 2.57

Vanadium®® 0.297 £ 0.040 2.00
®) NIST ICP-MS
® NIST INAA
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Reference Mass Fraction Values for Selected Vitami Each refe mass fraction value is the mean result of
lNISTnlysisming;singleMOdorlhememfmmﬂweombimﬁmoleS'l'm.itswithd:enndimofthemeun
resmtsprovidedbycoﬂlbomﬁnglabomﬁes,wbunavﬂabla Theuwwmymﬁdcdismexpndedlmmaimy
lbomﬂlemtocovu'tbenmnmdwimq)pmdmdy%% nfid The expanded inty is calculated
asU=ha,,whunwmwumlslheoonﬁmdmﬁnty.' porating an inty comp for moi

mwﬁmeuuimwﬁﬂ:ﬂwlSOlJCGMGﬁdn,mdkian age factor ponding to approximately 95 %
confidence [2]. Forvalmbasedonmaﬂ:mmedmsowee,ﬂn bined inty i
Mmhmhmﬂsﬁmﬂummmmvemuinﬁe&mmwimhlw}cm

expressed as milligrams per kilogram.
Table 4. Reference Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Vitamins in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)

Ascorbic Acid (Vitamin C)® 2440 +t 620 2.00
Niacin®© 1667 % 035 214
Pyridoxal® 225 & 0.19 220
Cyanocobalamin (Vitamin B,;)®9 0210 % 0.040 2.00

() NIST LC/absorbance

® Collaborating laboratories

9 NIST ID-LC/MS

@NIST LC-ICP-MS

SRM 3233 Page 7 of 11

83




Rmv:hu!umms-am(:ﬂoﬂu.-dwm Each refere value is the median of the
mean results provided by collaborating labx ies. The inty provided is an ded inty about the
mean to cover the measurand with approximately 95 % confidence. The expanded uncertainty is calculated as U=lku,
wlmmmmdncombﬁiedmcaﬁmy,inoorponﬁngmmimy P for moi i

Table S. Reference Values (Dry-Mass Basis) for Proximates, Sugars, and Calories in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(%)
Ash 1187 + 025 211
Protein® 725 = 018 2.13
Fat (as the sum of fatty acids as triglycerides) 202 + 040 2.16
Hexadecanoic Acid (C16:0) 0367 £ 0.072 223
(Palmitic Acid)
Octadecanoic Acid (C18:0) 0173 £ 0.051 223
(Stearic Acid)
(2)-9-Octadecenoic Acid (C18:1 n-9) 0278 + 0.027 2.26
(Oleic Acid)
(Z.2)-9,12-Octadecadienoic Acid (C18:2 n-6) 0867 £ 0.155 226
(Linoleic Acid)
(Z2.2)-9.12,15-Octadecatriencic Acid (C18:3 n-3) 0.056 + 0.007 231
(a-Linolenic Acid)
Carbohydrates 7788 % 086 203
Total Sugars 158 = 15 278
Fructose 081 % 039 278
Glucose 104 + 036 278
Maltose 046 + 0.09 430
Sucrose ; 1342 £ 075 278
Energy Coverage Factor, k
(keal per 100 g)
Calories®™ 3624 + 38 2.03
"’AﬁmrofSquundloconvmﬁmmmhbm
®The reference value for calories is the median of 1ab mean caloric calculations from the interiab ise. If the

mean proximate values above are used for calculation, wihdoﬁcWof9.4.-ﬂJﬁnﬁ’(ut7bmofhyaﬁdS).
MMM&‘.W.I&MMM&BSJM@;
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* Reference Mass Fraction Values for Amino Acids: Each reference mass fraction value is the median of the mean
results provided by collaborating laboratories. The ainty ided is an ded inty about the mean

to cover the measurand with approximately 95 % confidence. {heupwmaemimyiscdulmdns U = kue,
where u. represents the combined inty, incorporating an inty np for moi ion,
consistent with the ISO/JCGM Guide, and k is a age factor ponding to approximately 95 % confidence [2].
The ds are the mass fracti ofﬁeninoaddsinfmﬁﬁodbrnkﬁnwedmedbyﬂredhbomﬁng
lab ies and the methods they used. mmmmnmﬂogiwlywebhmmhofms.
expressed as a percent.

Table 7. Reference Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Amino Acids in SRM 3233

Mass Fraction Coverage Factor, k
(%)

Alanine 0323 + 0042 2.57

Arginine 0322 + 0067 257

Aspartic Acid 0438 * 0050 2.57

Cysteine 0154 + 0032 318

Glutamic Acid 225 = 022 257

Glycine 0342 + 0031 2.57

Histidine 0162 £ 0034 2.57

Isoleucine 0270 + 0014 2.57

Leucine 0550 £ 0.047 2.57

Lysine 0103 * 0.040 257

Methionine 0139 = 0.019 278

Phenylalanine 0373 + 0033 2.57

Serine 0375 £ 0062 257

Threonine 0241 + 0013 257

Tryptophan 0092 £ 0045 318

Tyrosine 0231 + 0.058 257

Valine 0343 + 0026 257

Information Mass Fraction Values for Elements: Each information mass fraction value is the mean result of a
NIST analysis using a single method. No uncertainty is provided because there is insufficient information available
for its assessment. lnfamﬁmvdummbemdmmmdogiedwﬁty.

Table 8. Information Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Elements in SRM 3233

Mass Fraction
(mg/kg)
Aluminum® 40
Chlorine® 10 000
Iodine® 0.04
Mass Fraction
(ng/kg)
Arsenic® 80
® NIST INAA
®NIST ICP-MS
© NISTRNAA
SRM 3233 Page 10 of 11
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Table 9. Information Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for Dietary Fiber in SRM 323345

Mass Fraction
(%)
Based on Data Obtained Using AOAC 2009.01
HMW DF 9.59
Based on Data Obtained Using AOAC 991.43
IDF 6.41
Based on Data Obtained Using AOAC 985.29
IDF 6.61
HMW SDF 298
) DF = dictary fiber
IDF = insoluble dietary fiber
HMW = high molecular weight
SDF = soluble dietary fiber
‘”Dﬂmﬁdhm&oﬂqmm ilable to assign an inty 10 this value. Information values

cannot be used 10 establish metrological traccability,
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Certificate Revision History: 05 September 2014 (Removed reference value for solids, editorial changes); 12 February 2013 (Changed unit size.
llmedupuﬁml'uﬁrﬂﬂ-ﬂyﬁ.dilil* 1ges); 28 September 2012 (Original certificate date). l

User:ofdm&fM:thmmchzCaﬁﬁcaleofAml}valnMpo:mdmlxamw This can be
accomplished by contacting the SRM Program:  telephone (301) 975-2200; Jfax (301) 948-3730:
e-mail srminfo@nist.gov; or via the Internet at http://www.nist.gov/srm.
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ANEXO D



/\

/ National Institute of Standards & Technology
'-v

Uertificate of Analysis

Standard Reference Material® 1849a
Infant/Adult Nutritional Formula

ThlssmdndHmMmmnl(SRM)ummdedpnmlyfavdldmonofModsfordewmmpmmm&
fatty acids, cholesterol, vitamins, elements, amino acids, and nucleotides in infant and adult nutritional formulas and
similar materials. This SRM can also be used for quality assurance when assigning values to in-house reference
materials. The SRM is a milk-based, hybrid infant/adult nutritional powder prepared by a manufacturer of infant
formula and adult nutritional products. A unit of SRM 1849a consists of 10 packets, each containing approximately
10 g of material.

Certified Mass Fraction Values: Certified values for fatty acids, cholesterol, elements, vitamins, and camitine in
SRM 1849a are provided in Tables 1 through 3. A NIST certified value is a value for which NIST has the highest
confidence in its accuracy in that all known or suspected sources of bias have been investigated or taken into
account [1]. Analyses for value assignment were performed by NIST and collaborating laboratories. Certified values
were calculated as the unweighted mean of the mean values from NIST methods, the median of the mean results
provided by collaborating laboratories, and the mean provided by the manufacturer, where appropriate. The associated
uncertainties are expressed at an approximately 95 % level of confidence [2-4]. Values are reported on an as-received
(not dry-mass) basis in mass fraction units [5].

Reference Mass Fraction Values: Reference values are provided for additional fatty acids (Table 4); proximates,
lactose monohydrate, and calories (Table 5); additional vitamins, myo-inositol, and chlorine (Table 6); amino acids
and taurine (Table 7); and nucleotides (Table 8). A NIST reference value is a noncertified value that is the best
estimate of the true value based on available data; however, the value does not meet the NIST criteria for
certification [ 1] and is provided with associated uncertainties that may reflect only measurement reproducibility, may

not include all sources of uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical amamngrmlnpleamlyucal
methods. The reference mass fraction values were derived from results reported by NIST, collaborating laboratories,
or the manufacturer. Values are reported on an as-received (not dry-mass) basis in mass fraction units [5].

Information Mass Fraction Values: Information values for free choline ion and nucleotides plus nucleosides are
provided in Table 9. A NIST information value is a value that may be of interest to the SRM user, but insufficient
information is available to assess the uncertainty associated with the value, therefore no uncertainty is provided [1].
Information values cannot be used to establish metrological traceability.

Expiration of Certification: The certification of SRM 1849a is valid, within the measurement uncertainty specified,
until 30 November 2021, provided the SRM is handled and stored in accordance with the instructions given in this
certificate (see “Instructions for Storage and Use™). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated,
or otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If substantive
technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will notify the
purchaser. Registration (see attached sheet or register online) will facilitate notification.

Coordination of the technical measurements leading to the certification of this SRM was performed by M.M. Phillips,
K E. Sharpless, and L.J. Wood of the NIST Chemical Sciences Division, S. Ehling of the Grocery Manufacturers
Association (GMA, Washington, DC), and M.K. Mountford of the Infant Nutrition Council of America (Atlanta, GA).

Carlos A. Gonzalez. Chief

Chemical Sciences Division

Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Jr., Director

Certificate Issue Date: 29 October 2015 Office of Reference Materials
Certificate Revision History on Last Page
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Analytical mmmamanSTwuepcﬁomndbyT.Ade,lCam BE. Lang, R. Oflaz. MM. Phillips,
B.J. Place, S.A. Rabb, C.A. Rimmer, L.T. Sniegoski, J.B. Thomas, M.J. Welch, and L.J. Wood of the NIST Chemical
Sciences Division.

Collaborating Laboratories: Anﬂymulhefdlowingllbomﬂanlyndsm 1849a for value assignment as
mﬁaMFMMymmemCommCQMymm Abbott

Statistical analysis was provided by J.H. Yen of the NIST Statistical Engineering Division.
swmmmammmmaﬁssmmwwumomdnm
Materials.

NOTICE AND WARNING TO USERS

SRM 1849a IS INTENDED FOR LABORATORY USE ONLY, NOT FOR HUMAN CONSUMPTION. THIS
MATER]ALCONTAINSSOMENUI’R[B!HSATLEVELSNOTPBRMTFFEDIN INFANT FORMULA AND IS
NOT AN INFANT FORMULA.

INSTRUCTIONS FOR STORAGE AND USE

Storage: The original unopened packets in SRM 1849a should be stored at 80 °C or lower. The certification only
appljs!olhe‘nit’ulm-ﬂhmmﬂnnmgmifﬂnmﬁningpowdaismedﬂabdm.

Source and Preparation: TheSRMi:unilk-basedhybddin&ﬂadutmmiﬁmalpowdu,medbya
manufacturer of infant formula and adult nutritional products. A base liquid containing all constituents was
eonvmtiomllyhentpmcased,homoguﬁmd,ndspmy-dﬁad mptodwmp-chgadimnsingl&me
nitrogm—ﬂmhadpoudm,udwminingwgofpowdu. mmddmmbdworfdlowhgplchging
mdissuxean!STn%T!oMalmg«mwimy.

MSI‘Am!ymﬁwFa@AMUSIngGC-Fm: Mmﬁ‘uimoffmyadtmmmdbyec-l’mﬁmsinde
0.5gMportionsﬁ'omeadiof7packnsofSRM|849t Smpleswuemnﬁmdwi!hvmﬂydmnnﬁix(vm
PaloAlto,CA)mdﬁ'msfen'edwlginmmﬁm"" ble. Ani 1 dard solution containing tridecanoic acid
niglycaidzmdwmomcaddmhyleuwadded,dmmlammmdforzzhu'ngahexne/acem
(4:1, volume fraction) solution. Foﬂoﬁngmmmmmud in toluene, and 1 mL of MethPrep IT

@ Certain ip i or mi@ﬁdhﬁsmbmmw
experimental procedure. Sndudaﬁﬁeunndoammwly i by the National Institute of Standards
MTwhmhg,mdouiinpbﬂud:mﬂsumMﬁdm ily the best avail for the purp
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(0.1 mol/L. methanolic [m-trifluoromethy Iphenyl] trimethylammonium hydroxide, Alltech, Deerfield, IL) was added.
Smpleswerpmiudfor 10510 15 s and allowed to sit for at least 1 h prior to analysis by GC-FID. Six independently
i i 1

ion. A single i | dard soluti was used for the calibrants and samples. Calculations are based on
linwmgtudmofmponse&unsforhuﬁm

NIS'I‘AMI)u:ﬁrCholesterollkilgD-GC-bﬁ' The mass fraction of cholesterol was measured using the ID-GC-MS
medndrhvdopeanlSTRrsmmdmlm mmdmodiﬁedformeddunimﬁmofdnlemd in food matrices

AndyﬂedAprormdM: Vdmnd@mufmemﬁwﬁmofvimmimin
SRMIM%mbmdmhm&mﬁmomeﬁMﬁomvﬁmnlyﬁmlmhodsuNm. i

hbamﬁqnﬂhmuﬁm,nhaawﬂ.ua NISvaidedmmnmubyuﬁnngwilhliqnid
mmw(mmdMSmmmmmeCwimmmmwmnmm

NIST Analyses for Retinyl Palmitate. Cholecaiciferol, and Phyilog Using ID-LC-MS: Mass fractions of
vitamin A (as retinyl paimitate), vitamin Ds (cholecalciferol), and vi in Ky (phylloquinone) were measured by

were monitored at m/z 452 and m/z 458, respectively. Calibrants mplqme’d gravimetrically, with concentrations
igned spectroph ically, at levels intend d to approximate the levels of the fat-soluble vitamins in the SRM
following ion. A single i | standard soluti was used for the calibrants and samples.

Vrert-butylmethylether/petrol ether (10:5:7, volume fractions) by ional agitation for 15 min. Five
additimlcxhcﬁonswuegﬂﬁwmuduingls ‘min of mixing/rotation. The supernatants for the individual extractions

the fat-sol vihmin:inlbeSRMfollowmg A single d | was used for the
calibrants and samples.
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NIST Analyses for Ascorbic Acid Using LC-Absorbance: The mass fracti of vitamin C (ascorbic acid) was measured
byLClbsubmeindtpﬁamngporﬁomﬁomud:oflomofSRM 1849a. Samples were dissolved in
MngSgofHPw-grademmdminmmndnd,mﬁdoﬁcadd,mM. Metaphosphoric acid was
added to stabilize the vitamin C in the mixture. Dithiothreitol was added to the mi 10 dihydr bic
acid to total ascorbic acid. mmwmadfmwmmmiﬁmdnmwﬁxlsm A
1deiqmofﬂnmm’xmwumvdmdﬁlnuadldngao.ﬁpmnylonﬁltupriortomﬂym Separations

NIST Analyses for Thi Ribofl. Niacinamide, Pantothenic Acid, and Pyridoxine Using ID-LC-MS: Mass
fracti of vitaminB; (thiamine), itamin B; (niacinamide), vitamin Bs (pantothenic  acid), and
vinnin&(pyﬁdoxhle)mmmedble-u:-MS,mdvitminBz(riboﬂavin)mmndbyLC-Msin
dmﬁm:gmporﬁmshkmfmmewhoprmkasofSRMIuh Four internal standards were added:
3Cs-thiamine chloride; 2Hy-niacinamide; calcium C3,"N-pantothenate; and *Cq-pyridoxine hydrochloride. The
malytesmdimermlsnndn&mMimﬁmewﬁcddhmﬂ;ﬁsbypoﬁﬁvﬂmnndeLC—MS. A
gmdimtmeﬂndwiﬂ:mmmiumfmmbuﬂ'ﬂfmednmlmobilephnemdaClSeolmmnmdwaC-MS
determination. mmm"c,—mhﬁmmmmnmwmmm,mm. Niacinamide and
?Hy-niacinamide were measured at m/z 123 and m/z 127, respectively. Pantothenic acid and “*Cs,'*N-pantothenic acid
were measured at m/z 220 and m/z 224, respectively. Pyridoxine and *Cy-pyridoxine were measured at m/z 170 and

m/z 174, respectively. Riboflavin was d at m/z 377, with *Cy-pyridoxine as the intemal standard. Calibrants
were prepared gravimetrically, at levels i to approximate the levels of the water-soluble vitamins in the SRM
following ion. A single i | standard sol uti was used for the calibrants and samples.

NIST Analyses for Folic Acid and S-Methyltetrahydrofolate Using ID-LC-MS/MS: Mass fractions of folic acid and
S-melhylmﬂnytkofohsmmby ID-LC-MS/MS on two 1.0 g test portions taken from each of 10 packets
of SRM 1849a. Internal standards BCs-folic acid and "Cs-S-nnbylmi:ydmfoln_a wundded. Asodnmphosphm

ylase, and deconjugase [9]. Smmmﬁww“mﬁwﬂmo.ﬁum
polyvinylidene difluoride (PVDF) filters and lyzed for 5-methyltetrahydrofolate by positive mode LC-MS/MS.
Foliclcidmd"Crfdic.ddmmmdmsdid-phnemncﬁme-ﬁdgesmddmdwithawmﬂmol
wlnﬁmemﬂhﬁngmﬁcaddndﬁ;rﬁcaidfarpodﬁnmdewm lysis. A gradi method with
nwuu'/mni'rilelftnﬁcaddmhﬂemmacmodmmmdfwﬂwmofboﬁfoﬁcuid
and 5-methyltetrahydrofolate. The transitions m/z 442.4 — m/z 295.1 and m/z 447.4 — m/z 295.1 were monitored for
folic acid and “Cs-folic acid, respectively. The transitions m/z 460.5 — m/ 176.1 and m/z 465.5 — m/z 176.1 were
monitored for 5-methyltetrahydrofolate 1Cs-5-methyltetrahydrofolate, respectively. Calibrants were prepared
mmm,anmmmmwmwy,amestmmhlwdsof
the folates in the SRM following extraction. A single intemal standard solution was used for the calibrants and
samples.

NIST Analyses for Biotin Using ID-LC-MS: nemﬁldimofﬁoﬁnwummbyw-hdsimwo 1.0 gtest
porﬁgn!_akmfrgmelchofmpdeuofm ly%mwwummm An aqueous

?Ha-biotin were monitored at m/z 245 and m/z 247, respectively. Cdibrmmm'edy!vimuricdly,ltlevds
intended to approximate the levels of biotin in the SRM foll, ing ion. A single i | standard solution was
used for the calibrants and samples.

M&TAml}se:jbrTomlChollneaMI-‘ermumUslngm-me Mass fractions of choline and camitine were
nnuu'edbyID-LC-MSintwol.OgBtMomﬂmﬁomudlofmpwkuofSRM 1849a with “Hy-choline
dllotidemdzﬂrwniﬁnehydmchlorideddedninwnim The analytes and internal standards were
exﬁmdmdhydmlymdbymiaowedimimodﬂmehydmdlodc acid for analysis by positive-ion mode
LC-MS. Agﬂimtmﬂmdwhhmumimfmmnemwephmndauixed-mdecmcdm
were used for LC-MS determination. Nﬁnmd%dﬂiummuedum&lﬁmdwzln,lupecﬁvdy.
Cmﬁﬁuundﬂrcrniﬁnemmwedln':lamdmnl, respectively. Calibrants were prepared
smvimicdly,nlevelsMbmﬂeﬂwlwds&&dhcdmﬁﬁmhheSkadlawﬁqmwﬁm
Asingleimeru!shndardsolﬁonw:susedfofﬂwedihmmdnnﬂa
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Analytical Approach for Determination of El Value assigs of the mass fractions of elements in
Smlu%mhadmmmimﬁmofmmmdelmstedhhdnghbmmh,mdﬂn
manufacturer, where available. NIST provided measurements by using inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP-OES), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). and instrumental neutron
activation analysis (INAA).

NIST Analyses for Ca, Cr, Cu, Fe. Mg, Mn, Mo Na, P, K, Se, and Zn Using ICP-OES and/or ICP-MS: Mass fractions
ofeuleium,duonium.coppor,imn,msimmm,mlybdm,‘ phorus, potassium, sodium, and zinc
were measured by ICP-OES in duplicate I.Ogtestponionstakmﬁ-omnd;oﬂomeuofSRMlM% Mass

ions of chromium, molybdmun,mdsdmiummmuedbleP-MSusingdwlimO.ngporﬁons
taken from each of 10 packets of SRM 1849a. Samples were digested using nitric acid or a nitric acid/hydrofluoric
acid mixture in a microwave oven. Quantitation was based on the method of standard additions.

NIST Analyses for I Using ICP-MS: The mass fraction of iodine was measured by ICP-MS in duplicate 0.5 g test
portions taken from each of six packets of SRM 1849a. Samples were digested using nitric acid in a microwave oven.
Aﬁadigmim,ﬂmprasmiudinhesumlesoluﬁmbyd:enddiﬁonoflmnniumhydmdda Quantitation was
based on the method of standard additions.

NIST Analyses for CL I and Mn Using INAA: Masﬁnninmofd:laine,iodme,mdmgmmmmby
INAA,inindividmldishprqmedﬁmn:ingieQngpuﬁmtﬁmfmmeui:ofl()pwkmofSRMlM%
Samples, standards, and ) packaged individually in clean polyethylene bags and irradiated individ lly at
20 MW for 60's. leidaswmoomtedforSuinnﬂunSnindeuy,ﬁwlOninfollowingalOlﬁ!deay.mdfor
20 min after a few hours decay.

Collaborating Laboratories’ Analyses: MGMAFIACCeoﬂnbcnﬁnghbotuoﬂesmdsevﬂdoﬂnhbormxies
mukdhmﬁrmﬂmﬁho&mnﬂemmﬁngleﬂwﬁmﬂm&muﬂmfmm
of SRM 184%9a. Themuﬁeturerofbennﬂidahomvideddmformualmﬁim

Homogeneity Assessment: The homogeneity of elements, fatty acids, chol 1, and vitamins was d at NIST
mhlgthembodsmdtestporﬁmsimduuibedindﬂsoerﬁﬁm(m‘lmwﬁonsforswngeaﬂUse”);lmlysis
ofvuimeeaas%sigﬁ.ﬁcmeleveldidnouhowsmisﬁallysigiﬁc-nhe(aopeity‘ All analytes have been
anmnmwmmmmmmmmmwdmmmm
was not assessed.

Value Assignment: The GMA FIACC collab ating lab i P d the individual results for each of their
amlysesforagivmamlytemdmememofmhhbomory‘sludtswsdacmimi or calculation of assigned
values.hmdimofﬂiehdiﬁMGMAHACCmﬂabmﬁnghbmyms.ﬂnmuﬁam‘smHong
KnngGovumnsnhbomory’smmdtemoftheinﬁﬁdmlutsofN]STdmmavu:aed,uapwopriae
based on available data.
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CerﬁﬁedMauPrxﬂonVﬂufoantyAd‘sanel’myM: Each certified mass fraction value is the
combinednunﬁomﬂxememofN!STdmlhemofﬂnmﬂuidnmuﬁauu'sdau,lndﬂ!nndimofthe
mmﬂnpmvidodbyeoﬂzbomingld:mmﬁs,whue ilable. The inty provided with each value is an
expanded i

Certified Mass Fraction Value for Cholesterol: neeuﬁﬁedmﬁwﬁonforchdesuolislheofmms
obtained by NIST using ID-GC/MS. Thelmuﬁmypmvidedwiﬂnhevdmismcxpandedmubomthe
mean to cover the measurand with approxi ly 95 % confid The expanded inty is calculated as U = ku,
whanu.lqmamtslhconbinedmeaninty,msistunwiﬂ:ﬂulSOlJCGM(hide[Z].mdkis;wvm&mor
corresponding to approxi 95% confidence [2]. The inty for chol | incorp Type B
uncertainties for purity of the referen pound, compl ofhydmlysis,shbililyofd:olmolinbm,md
ﬂndiﬂambuwamﬁacuﬁﬁaﬁmsuofdﬂamdamﬁmﬁngsﬁddmmgammwlmmd
different ions. 'ﬂ\enusllmdisdnmﬁacﬁonofdlolminnmiﬁondfmﬂanslishdinTable E
Meudogicdwkthtesmuivedmhfwmﬁauim(uumeduniﬂimpcm)

Table 1. Certified Mass Fraction Values for Fatty Acids (as Free Fatty Acids) and Cholesterol in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage
(&/100 g) Factor, k
Octanoic Acid (C8:0)*5 Caprylic Acid 074  + 014 2.00
Hexadecanoic Acid (C16:0)*% Palmitic Acid 210+ 015 2,00
(2)-9-Hexadecenoic Acid (C16:1 n-7)*» Palmitoleic Acid 00222 + 00042 2.00
Octadecanoic Acid (C18:0)» Stearic Acid 0809 + 0046 2.00
(2)-9-Octadecenoic Acid (C18:1 n-9)*» Oleic Acid 107 + 11 2.00
(Z)-11-Octadecencic Acid (C18:1 n-7)» Vaccenic Acid 0.196 + 0023 2.00
(2.2)-9,12-Octadecadienoic Acid (C18:2 n-6)b9) Linoleic Acid 572+ 058 2.00
(Z.2,2)-9,12,15-Octadecatrienoic Acid < DO
(CI8:3 n-3)aho a-Linolenic Acid 0591 + 0.081 2.00
Eicosanoic Acid (C20:0)% Arachidic Acid 0.0822 + 00061 2.00
(2.2,2.2)-5 8,11,14-Eicosatetraenoic Acid e 2
(€204 nysd Arachidonic Acid ~ 0.123 + 0011 2.00
Docosanoic Acid (C22:0y» Behenic Acid 0.0660 + 0.0057 2.00
(Z,2,22.2,7)-4,7,10,13,16,19-Docosahexaencic Acid
(C22:6 n-3)o0) DHA 00179 + 0.0024 2.00
Tetracosanoic Acid (C24:0)« Lignoceric Acid 0.0387 + 0.0079 2.00
(Z)-15-Tetracosenoic Acid (C24:1 n-9)«b Nervonic Acid 0.0202 + 0.0022 200
Fat (as the sum of fatty acids as triglycerides)*® 2729 % 22 2.00
Saturated Fatty Acids®» 942 + 063 2.00
Cis-Monounsaturated Fatty Acids® {1 ) U 2 1) 2.00
Cis-Polyunsaturated Fatty Acids®® 607 + 050 2.00
Omega-3 Fatty Acids®» 0568 + 0027 200
Omega-6 Fatty Acids®® 555 + 033 2.00
Mass Fraction
(mg/g)
Cholesterol® 0.1374 + 00029 2.00
 NIST GC-FID
:“)’Colldu:ing laboratories
@NIST ID-GC-MS
SRM 1849a Page 6 of 13
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Certified Mass Fraction Values for Elements: Eadiwﬁﬁedmssﬁauimvalmisﬂlewmbinedme‘nﬁomthe
mammhmdmmmmsmmmemamadnmmmmw
collaborating laboratories, where available. The inty pr "’wﬁlhenchvdueismexpwmnimy
abomthemmtowvuﬂnnmnmdwithqpmximdy%% fid The expanded tainty is calculated
uU=he.whue&incorpommhobsaveddiﬂ‘umbawemthersdsfrmnthenudmdsmdmeirmpecﬁve
umuinﬁes,comismtwid:ﬁelsonCOMGtidemdwiﬂ:iuswml,mdkislco“ngefm
comcpondhgtoawmdmndy%%mﬁdmwlz—ﬂ. The measurands are the mass fractions of the elements in
nutritional formula listed in Table 2. Metrological traceability is to the SI derived unit for mass fraction (expressed
as milligrams per kilogram).

Table 2. Certified Mass Fraction Values for Elements in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)

Calcium (Ca)®b 5253 £ 5] 2.00
Copper (Cu)®®® 1978 =+ 026 2.00
Chromium (Cr)®b<® 1072 £+ 0.032 2.00
lodine (T)®4) 129 2 on 2.00
Iron (Fe)®be) 1756 + 29 2.00
Magnesium (Mg)®h<) 1648 + 36 2.00
Manganese (Mn) > 4959 + 097 2.00
Molybdenum (Mo)®b«® 1707 £+  0.040 2.00
Phosphorus (P)(*b<) 3990  + 140 2.00
Potassium (K)®b 9220 + 110 2.00
Selenium (Se)®= 0812 +  0.029 2.00
Sodium (Na)®be) 4265 + 83 2.00
Zinc (Zn)*>9 1510 & 56 2.00

® NIST ICP-OES

® Collaborating laboratories

(© Manufacturer

@ NIST ICP-MS

© NIST INAA
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Table 3. Certified Mass Fraction Values for Vitamins and Camitine in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)

Ascorbic Acid (Vitamin C)®b<) 784 + 65 2.00
Thiamine (Vitamin B; )4 1257 + 098 2.00
Riboflavin (Vitamin B,)<9 237 x* 052 2.00
Niacinamide (Vitamin B;)©® 108 + 10 200
Pantothenic Acid (Vitamin Bs)©® 682 % 19 2.00
Pyridoxine (Vitamin Bg)~4%) 1346 + 093 2.00
Folic Acid®=b) 2293 + 0062 2.00
Biotin®® 199\ k" 501313 2.00
Choline Ion®=4) 1090 + 110 2.00
Carnitine®s4 136 + 14 2.00
Retinol (Vitamin A)®sdis) 768 + 023 2.00
Retinyl Palmitate (Vitamin A)<49 1430 + 020 2.00
Cholecalciferol (Vitamin Ds)®<d 0.111 £ 0017 2.00
a-Tocopheryl Acetate (Vitamin E)@ab<) 158 + 18 2.00
Total a-Tocopherol (Vitamin E)®i= 219 I 2.00
Phylloquinone (Vitamin K )®<4) 106 + 017 2.00

::; NIST LC-absorbance

9 Collaborating laboratories

@ NIST ID-LC-MS

:;’VihninBlistqnmduﬂlilmim'nnaﬁ%ymD,lm" ine chloride or thiamine chioride hydrochloride.
NISTLC-MS
wvm&uwuwﬁdomamlsmmwmmm

® NIST ID-LC-MS/MS

(°mwwmhmmmmmmmdmw

@ Total choline, reported as the ion.

NWWM»SRM]“%BM!]IM NIST retinyl palmitate and the mass fraction to
i wwmﬁgwumdummMunﬁmlmwlm.mm
value is exp d as retinol equivalents, and total (cis + trans) retinol. No correction is made for differences in
biological activity of the cis and trans forms.

O NIST LC-fluorescence

(”meluMhliu%-m«mhylm. Mmﬁﬁedwhehawweduo-heoﬂtml
quivalents and includes “naturally ing” herol as well as the a-tocopheryl acetate that was added.

SRM 1849a Page 8 of 13
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RdemFmﬂoannubrhmAdﬁul’mmeAdb: Each reference mass fraction value is the
combined mean from the mean of NIST GC. dmnndlhcnndimofﬂunmresdtspmvidedbycolhbmﬁng
laboratories, where available. The inty p "‘wiﬂ:eadlvalmismexpandedmcmimylbomﬂleum
to cover the measurand with approximately 95 % confidence. The panded inty is calculated as U= ku,,
whaumimapamﬂnobsuveddiﬂ‘mbﬂwemﬂ:emdu&omﬂn ethods and their respective uncertainties,
consistent with the ISO/JCGM Guide m&wmmdkkamﬂaormwﬁngbmmly
95 % confidence [2-4]. nemumdsnthenmsﬁacﬁmofhynddsinnwiﬁomlfomuhsbtmﬁnedby
the methods indicated as listed in Table 4. Murologicaltnceabililyistoﬂ\eSldaivedmitforﬁacﬁon
(expressed as grams per 100 grams).

Table 4. RefumoeMsancﬁnnValmfmFﬁty Acids as Free Fatty Acids in SRM 1849

Mass Fraction Coverage

(/100 g) Factor, k

Hexanoic Acid (C6:0)® Caproic Acid 0.0625 + 0.0099 213
Decanoic Acid (C10:0)@» Capric Acid 057 014 2.00
Dodecanoic Acid (C12:0)® Lauric Acid 399 +028 245
Tetradecanoic Acid (C14:0)® Myristic Acid 1.476 +0.075 245
Heptadecanoic Acid (C17:0)® Margaric Acid 0.0140 + 0.0021 214
Total Trans C18:1 Fatty Acids® 0.0242 + 0.0050 220
(Z,E)-9,12-Octadecadienoic Acid (C18:2)® 0.0205 * 0.0032 257
(E,Z)-9,12-Octadecadienoic Acid (C18:2)@ 0.0186 + 0.0029 257
(Z,Z,2)-6,9,12-Octadecatrienoic Acid (C18:3 n-6)® 0.0300 £ 0.0020 257
(Z)-11-Eicosenoic Acid (C20:1 n-9)@» Gondoic Acid 0.069 +0.017 2.00
Total Trans Fatty Acids® 0.085 +0.022 214

® Collaborating laboratories

®NIST GC-FID
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RehueeVﬂmforProthu,lmMnﬁydrne,nlCdoﬁm Each reference mass fraction value is the
comlimdmnm&omﬂznnmofﬂnmuhpmvidedby'ﬂumﬁdmtlﬁammmemdimofﬁemmmu
p!ovidedbycolhba:ﬁnglahomoﬁes,wbaeavaﬂable. mmemimypmvidedwiﬂlﬂnmlmismmded
Mwmhmmmahmﬁmwwy%%mﬁdm. The expanded uncertainty
i.lcllcdmduU=h%whuemlwrmmewuﬁmdmcuﬁmy,wnﬁmwimﬂnlsoncmmdemdkis
ncovuagofmmrcmspondhgwappmximdy%%wnﬁdme[Z-q. For values based on more than one data
source, the combi d uncertainty incorp mmwmwﬁ&mmmmmmmmmnh
respective uncertainties. The measurands are the mass fracti of proxi and lactose hydrate in nutritional
formula as d ined by the methods indi d as listed in Table 5. Mﬂnlog'calmbiﬁtyismﬂnSlcbﬁvedllﬁl
fmmﬁﬁm(Wump«lwym) Mnasmixﬂxeealmicwntuninnmiﬁmfmﬂlu
determined by the method indicated as listed in Table 5. Metrological traceability is to the SI derived wnit for energy

Table 5. Rnﬁudeuesfoerxinnm, Lactose Monohydrate, and Calories in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage Factor, k
(g/100 g)
Solids™ 9828 + 015 2.09
Ash*» 4695 £ 0020 2.00
Fat (extracted)*? 3043 + 095 2.00
Protein®®< 13.225 + 0056 2.00
Carbohydrates® 516 + 13 2.11
Lactose Monohydrate® 476 + 55 245
Energy Coverage Factor, k
(keal per 100 g)
Calories® 5208 + 64 213
:’;&amfmum
“’Rmhfun'amgnmcmmedupwnlﬁlglﬁamof&u.
© The reference value for calories is the median of lab mean caloric calculati from the interl If the

muﬁmvlhubawmuﬂhmmdoﬂcmon. 4.m4ﬁwfn(sﬂnmofflrylcids).
mum&m,ummmhmzwmg
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MmM-FrauthﬁmforViﬁu,lid,-dmuhe: Each reference mass fraction value
isﬂueoutimdmmﬁmnthnmofmsrdmﬂ:emofﬂnmmmxﬁmw’sdnn,&emoﬁhe
mltsﬁomﬂongngGovml&ormry,orthemedimoﬁhemlsultsprovidedbycolhbomins
laboratories, where available. The ded inty is calcul ’uu=hhwh=eu¢rq)mnlbeconbined
muimy.mnimwiththelSO/]CGM&ide[H].mdkisl age factor ponding to approximately
95 % confidence. Fuvﬂuubmdmmvﬂmmdmmmewnﬁmdmﬁmymhobmwd
dﬁmbﬁwmﬂnmﬂuﬁomhmnddﬁrmpocﬁnma The measurands are the mass
fractions of vitamins, myo-inositol, and chlori innmitionalfomiadeleninedbylhenlbothindhnd.nlisted
in Table 6. MeuologimlmceabilityisI)meSlduivadmitformﬁwﬁon(exptmeduniﬂimpsldlomm).

Table 6. Reference Mass Fraction Values for Vitamins, myo-Inositol, and Chlorine in SRM 1849a

Mass Fraction
A F: 5 3
¢ Coverage Factor,

5-Methyltetrahydrofolate®® 0.0839 + 0.0031 212
Vitamin B9 0.0482 £ 0.0085 2.00
Free a-Tocopherol®® 89.2 + 19 2.09
myo-Inositol 4052 = 76 2.00
Chlorine (Cl)® 7010 + 170 2.00

®) NIST ID-LC-MS/MS

“’Meuologialmaabilityismlhed&lmghlbuh b ivity of the compound

© Collaborating laboratories

@ Manufacturer

() NIST LC-fluorescence

 Hong Kong Government Laboratory

® NIST INAA
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RefethuM.VnhsforAﬂmAddl-dT i Each reference mass fraction value is the
oombinedmennfmmthememoflhenﬁidmmufaﬂnu’sdnmdﬂunndimofﬂnmmdsmvidedby
collaborating laboratories, where avai Thelmmaimyprovidedwiﬂ:ﬂ:evalueismaxpmdedumuimyubom
ﬂ)enuntoeovaﬂlemmmdwiﬂnwmdmdy%% fid The expanded inty is calculated as
U=Im;.M&msmewmwmw,mmwimﬂummma,mkunwvm
&cmmupcndingbwmdnmaly% % confidence [2-4]. Thenmmnthemﬁ'wﬁonsofmﬁmwids
mmmmﬁmm;mnuwummm”wmnml Metrological traceability
iswﬂwsldaiveduﬂtformfracﬁon(expr&edasmp«loo;rm).

Table 7. Reference Mass Fraction Values for Amino Acids and Taurine in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage Factor, k
(g/100g)

Alanine® 0455 + 0021 231

Arginine® 0.400 + 0.029 231

Aspartic Acid® 1.070 * 0.057 231

Cystine®® 0.1286 + 0.0071 2.00

Glutamic Acid® 259 % 027 231

Glycine® 0241 + 0019 231

Histidine® 0315 + 0.036 231

Isoleucine® 0660 £ 0071 231

Leucine® 1261 + 0.050 231

Lysine® 1010 £ 0071 231

Phenylalanine/® 0.580 + 0.021 231

Proline® L195 +  0.086 231

Serine® 0720 + 0.030 231

Tauring™® 0.0366 + 0.0018 2.00

Threonine® 0640 + 0.022 231

Tryptophan® 0.184 + 0010 245

Tyrosine® 0510 + 0043 231

Valine® 076 = 0.11 231
:b; Collaborating laboratories
Refe Mass Fr: Values for Nucleotid: Ead:mfummﬁnﬂionvdmisﬂnnndimofﬂumn
results provided by collaborating laboratories. Themﬁmyprovidedwi!hthevalmlsmnpmdedmmaimy
Mhmmwmhmmmm%%oonﬁm The expanded is calculated
as U=b4.,whueu¢npmthoooninudmmy. consistent with the ISO/JCGM Guide [2], and kis a coverage
factor approximately 95 % confidence. measurands are the mass fractions of nucleotides in
mmuomlfnrnu.udemmnedbyﬂnmahodmedbymwhbaﬁng" Metrologi ility is

Table 8. Reference Mass Fraction Values for Nucleotides in SRM 1849a

Mass Fraction Coverage Factor, k
(mg/kg)
Adenosine Monophosphate 1051 + 53 257
Cytidine Monophosphate 268 + 29 2.57
Guanosine Monophosphate 146 + 11 257
Uridine Monophosphate 129 + 15 257
SRM 1849a Page 12 of 13
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lnloruﬂnanl"neﬂuVahsforO&aMemr-a: Bachinﬁmnﬁonmmﬁacﬁcnvﬂmismemof
approximately 30 measurements provided by the manufacturer.

Table 9. Information Mass Fraction Values for Other Measurands in SRM 18492

Mass Fraction

(mg/kg)

Free Choline fon 798

Adenosine Monophosphate + Adenosine® 108

Cytidine Monophosphate + Cytidine® 317

Guanosine Monophosphate + Guanosine/® 146

Uridine Monophosphate + Uridine® 155
“’Thmmnmwlhmofﬂ: leotide and the nucleosi i! as the nucl
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refe dded for pherol, total a-tocophen mmﬁ;.nmmmummwm
.wm&,mwumsnmmmumnmmm;nmxmwm
mr«mwvmmmawmmmmahmwmmm
mehummmm»mshmmrmudﬁgm h 5 April 2012 (C
oman-nruvanina.u&hmwmummuhwmmmxum,amm
-nmmmmwhml;mamxnmuu(mmux

Umafﬁism{shwuewedntﬁec:mﬁmeoj" lysis in their p is ent. This can be
accomplished by contacting the SRM Program: lelephone  (301) 975-2200; fax (301) 948-3730;
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Certificate of Analysis Page 10f 1

R-N®
Fisher
Scientific . X
e Certificate of Analysis
caiem o — -~ -
< 3 e ienti
201.796.1329 fax e e o ona) Coriioats Numoor CER'T - CPB4970

This is to certify that units of the above mentioned lot number were tested and found to comply with the of the grade listed. Certain data
mmmubgmumrmsaamw disclaims nties, ing the implied warranties of

ims all warral e)sxemdarim , including
merchantability and for a particular .Cenjnpv{dm%SPchclNFfEPlB IJW@S)F?mMuuin drug, or medical device
nwnufa:mfmdmndgm mgum::vuacemduﬁc nor maintain DMF's the Aﬂ\eﬂbwimmthant\damml
results obtained:

Catalog Number [D119 Quality Test / Release Date 4/24/2014
Lot Number  |142809

Description |N,N-DIMETHYLFORMAMIDE, ACS
Country of Origin __|Slovakia * Suggested Retest Date | Apr-2019
iIChemical Origin IOrganic - synthetic

No animal products are used as starting raw material ingredients, or used in
BSE/TSE Comment lprocessing, including lubricants, processing aids, or any other material that might
i to the finished product

Result name Units Specifications Test Value

APPEARANCE CLEAR, COLORLESS LIQUID
ASSAY % >= 00.8 99.9

COLOR APHA <= 15 5

DENSITY AT 25 DEGREES C GM/ML Inclusive Between 0.942 - 0.946  10.944

EVAPORATION RESIDUE % <= 0.005 <0.001

IDENTIFICATION PASS/FAIL = PASS TEST PASS TEST

' TITRATABLE ACID mEg/g <= 0.0005 0.0003

TITRATABLE BASE mEqg/g <= 0.003 <0.0003

WATER (H20) % <=0.15 <0.02

v Gllgn E e

Lab Manager BPF

Note: The data Iiﬂ-diswlidforauWmdmmdmm,wunwdmmmmb«h&w
above. If there are any questions wil this certificate, please call Chemical Services at (800) 227-6701.
*Based on suggested storage condition.
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Certificate of Analysis Page 1 of 1 R-023

Fisher

Scientific i g
i Certificate of Analysis
;g;r _I,_g;w_;‘NJ gl’“ 0
2017981329 fax Siandard 1500001 3008 standard by SAT Bl Corbbents srir LN

mwmmmmwmummwbﬁwmwﬁmmwmmmw ﬂ\egadalhted Cannzmhmh-m

supplied by third parties. Fisher Sclentific expressly disdlaims or impli
for a particular . Certain gsp w&m/mm)nmmmm&dmummm
Fisher does not claim mageunderm R nor maintain DMF's with the FDA. The following are the aclual analylical results obtained:

Catalog Number [P285 . Quality Test / Release Date 10/22/2014
Lot Number __ |145585
Description |POTASSIUM PHOSPHATE MONOBASIC, CERTIFIED ACS

Country of Origin_ [india * Suggested Retest Date [ oct-2019
Chemical Origin Jinorganic

No animal products are used as starting raw material ingredients, or used in
BSE/TSE Comment processing, including lubricants, processing aids, or any other material that might
lm!grata to the finished product.

Result name Units Specifications Test Value

APPEARANCE REPORT COLORLESS CRYSTALS
ASSAY % >= 99.0 100.2
CHLORIDE % <= 0.001 <0.0010
HEAVY METALS (as Pb) % <= 0.001 <0.0010
|IDENTIFICATION PASS/FAIL =PASS TEST [PASS TEST
[INSOLUBLE MATTER % <= 0.01 <0.010
[IRONFe) % <= 0.002 <0.0020
LOSS ON DRYING @ 105 C % <= 0.2 0.00

PH 5% SOLUTION @ 25 DEG C Inclusive Between 4.1 - 4.5 4.3
|SODIUM (Na) % <=0.005 <0.005
|SULFATE (S04) % <= 0.003 <0.0030

Clyo € A

Lab Manager Fair Lawn

? GRTWIED 8Y

Note: The data listed is valid for all package sizes of this lot of this product, expressed as a extension of this catalog number listed
above. ummmwmuummmm.plmwws«mum)mmt
“Based on suggested storage condition.
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Certificate of Analysis

Page 1 of 1

St

e € .

1R ' Certificate of Analysis
eagent Lane

S

20170139 S 1OBo01 3008 s o b found o conkorm o

Th(sl:hmwmmﬁdﬂn-bonmﬁbmdmmmb«mbﬂmmbumbco with the
have been third parties. Fisher i il i

standard by DNV Certificate number CERT- .‘E’mg

of the grade listed. Certain data

parties. ly a ) or , including the warranties of
particular . Certain products in food medical device
"n:rﬁ:mm F‘g\u douhv&aﬁn regul coverage under 21 cﬁwmm&%ﬁﬁmM are lhm analytical
Catalog Number [5209 — JMig. Date 1/6/2012
Lot Number 116727 [ |
Description [SODIUM ACETATE, TRINYDRATE. A G.8
Country of Origin India Recommended Retest Date l Jan-2017

Chemical Origin Organic - non animal
No animal products are used as starting raw material ingredients, , Of used in
BSE/TSE Comment p 1g, including lubri , P - H 'g aids, or any other material that might
igrate to the finished prod
|

APPEARANCE REPORT COLORLESS CRYSTALS
IASSAY 1% Inclusive Between 99.0 101.0 f9o.8

CALCIUM % <= 0.005 0.0004

CHLORIDE % <= 0.001 <0.0010
e

HEAVY METALS (as Pb) ppm <=5 <5.0
lIDENﬂFlCATION PASS/FAIL = PASS TEST PASS TEST
|lNSOLUBLE MATTER 1% <= 0.005 0.0030

IRON (Fe) ppm <=5 <5.0

MAGNESIUM % <= 0.002 <0.0001

PH 5% SOLN @ 25DEG C Inclusive Between 7.5 9.2 8.5

PHOSPHATE (PO4) ppm <=5 1<5.0

POTASSIUM (K) % <= 0.005 0.0029

KMo NCES REDUCING PASSFAIL |- PASS TEST PASS TEST
‘*SULFATE (S04) % <= 0.002 <0.0020

Gl & A

Lab Manager Fair Lawn

9 CERTIFIED BY
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R4

Certificate of Analysis '

1.06649.1000 Sodium sulfate anhydrous for analysis EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Batch AMO0742049

Spec. Values Batch Values

Assay (alkalimetric) 299.0 % 100.2 %
Assay (alkalimetric, calculated on dried 98.5-101.0 % 100.3 %
substance)

identity passes test passes test

Appearance of solution passes test passes test

Insoluble matter <001 % <0.01 %
Acidity or alkalinity passes test passes test

pH-value (5 %; water; 25 °C) 52-80 59

Chioride (Cf) <0.001 % <0.001 %
Phosphate (POa) <0.001 % <0.001 %
Total nitrogen (N) < 0.0005 % < 0.0005 %
Heavy metals (as Pb) < 0.0005 % <0.0005 %
As (Arsenic) <0.0001 % s 0.0001 %
Ca (Calcium) <0.005 % <0.005 %
Fe (iron) < 0.0005 % <0.0005 %
K (Potassium) <0.002 % <0.002 %
Mg (Magnesium) <0.001 % <0.001 %
Loss on drying (130 “C) s05 % <05 %
Loss on ignition (800 °C) <05 % <05 %
Corresponds to ACS, 1SO, Reag. Ph Eur
Date of release (DD.MM.YYYY) 23.10.2014
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 30.09.2019

Dr.Matthias Ohm
Responsiie laboratory manager quality control

This d has been prod ‘ ically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 720 Page 1 0of 1

106



Certificate of Analysis

FlsfizrChismilo:

1 Reagent
Fairlawn, NJ 07410
201.796.7100 tel

71/

Lane

201.796.1329 fax

Standard 1SO9001:2000 standard by DNV

Page 1 of 1

Certificate of Analysis

Fisher Scientific’'s Quality System has been found to conform to Quality

0 System

CERT-08052-2003-AQ-HOU-RAB

mbhnm&ymmdu\ommummwmmrubmwmww\sdmmm Certain data
Scientific

or implied, including the implied warranties of
(USPIFOCINFEPBPIJPm)mwMoruaehbod drug, or medical device
analytical

Certain pi
Fldwdoasmdainmmmywm\derm CFR nor maintain DMF's with the FDA. The following are the actual

Catalog Number |D119

Lot Number  [061048

. Date 31712012
G "Jul2017

[Description N,N-DIMETHYLFORMAMIDE, ACS

|country of Origin

Junited States |

APPEARANCE REPORT e
ASSAY % >= 998 99.9
COLOR APHA =15 5
" ENSITY AT 25 DEGREES G JGMML inclusive between 0,942 0.046 J0.044
|EVAPORATION RESIDUE % <= 0.005 <0.001
IDENTIFICATION [PAsSIFAL = PASS TEST [PAss TEST
TITRATABLE ACID mEd/g <= 0.0005 0.0003
TITRATABLE BASE mEd/g <= 0.003 <0.0006
WATER (H20) % <=0.15 <0.02

cmnrmsv! ™ g 3 7 Q

Lab Manager BPF

Note: The data listed is valid for all package sizes of this lot of this product, expressed as a extension of this catalog number listed
above. If there are any questions with this please call

call Chemical Services at (800) 227-6701.
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Certificate of Analysis

1.00317.2500 Hydrochloric acid fuming 37% for analysis EMSURE® ACS,ISO,

Reag. Ph Eur

Batch K46497817
Spec. Values Batch Values

Assay (acidimetricy 37.0-380 % 380 %
Identity passes test passes test
Colour <10 Hazen <10 Hazen
Appearance passes test passes test
Appearance of solution passes test passes test
Bromide (Br) <50 ppm 20 ppm
Free chiorine (Cl} <04 ppm <04 ppm
Phosphate (PO.} <05 ppm <01 ppm
Sulphate {SO«) <05 ppm <05 ppm
Sulfite (SO3) <05 ppm <05 ppm
Heavy metals (as Pb) <1 ppm <1 ppm
Ag (Silver) <0.020 ppm <0.010 ppm
Al (Aluminium) <0.050 ppm <0.010 ppm
As (Arsenic) $0.010 ppm <0.010 ppm
Au (Gold) <0.050 ppm <0.010 ppm
B (Boron) <0.100 ppm < 0.050 ppm
Ba {Barium) <0.010 ppm <0.010 ppm
Be (Berythum) <0.010 ppm <0.010 ppm
Bi (Bismuth) <0.050 ppm <0.010 ppm
Ca (Calcium) <0.300 ppm <0.100 ppm
Cd (Cadmium) <0.010 ppm <0.005 ppm
Co (Cobatt) £0.010 ppm <0.005 ppm
Cr (Chromium) <0.010 ppm < 0.005 ppm
Cu (Copper} <0.010 ppm <0.005 ppm
Fe (lron) <0.100 ppm < 0.050 ppm
Ga (Gallium) <0.050 ppm <0.010 ppm
Ge (Germanium) <0.020 ppm <0.020 ppm
Hg (Mercury) <0.010 ppm <0.010 ppm
K (Potassium) $0.100 ppm <0.050 ppm
Li (Lithium) $0.010 ppm < 0.005 ppm
Mg (Magnesium) <0.050 ppm <0.010 ppm
Mn (Manganese) <0.010 ppm <0.010 pom
Mo (Molybdenum) <0.010 ppm <0.010 ppm
NH« (Ammonium) <1 ppm <1 ppm
Na (Sodium) £0.300 ppm 0.020 ppm
Ni (Nickel) <0.020 ppm <0.010 ppm
Pb (Lead) <0.010 ppm < 0.005 ppm
Pt (Platinum) <0.100 ppm <0.050 ppm
Sn (Tin) £0.050 ppm <0.010 ppm
Sr (Strontium) <0.010 ppm <0.010 ppm
Ti (Titanium) <0.020 ppm <0.010 ppm

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250,
& s

Ean ~
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660 Tower Lanes P O. Box 599 » West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994 » 1-610-692-3026 * Fax 1-610-692-8729

infof@chemservice com * www. chemservice com
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Vitamin B2
CATALOG NUMBER - N-V9-1G
LOT NUMBER 3961200
DATE CERTIFIED 01/26/15
EXPIRATION DATE 01/31/22
CAS NUMBER 83-88-5
MOLECULAR FORMULA C17H20N406
MOLECULAR WEIGHT 376.37
STORAGE Store in a cool dry place.
HANDLING See MSDS.
INTENDED USE For laboratory use only.
ISO GUIDE 34 CERTIFIED []
Analytical Test Value
% PURITY (HPLC) 99.5
Cenified By:
77'@7 bk 8 Bonnell
Mary Beth O’Domnell
CSMITC
COA Form é
Revision 3 (3/2015) o Tt
Page 1 of 2
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660 Tower Lanes P.O Baz 599 « West Chester, PA 19381-0500
1-300-452-9994 » 1-610-692-3026 » Fax 1-610-692-8729

¢ www chemservice com
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Injection Date :M¥om, 2€. Jan. 2015 location 2 ¥ial 1
Sarple Name -N-VS Inj. No. e o
Zcg Operator -~ Inj. Vol. : int
Column :Eclipse XDB—I1B €.6mm X I150me Smicrom
C: \Chewa2\ I \METHODS \COLUMK WASE ¥
nm
L ]
30 k!
2
=
5]
-
5
DJMJL\
S T i T T i T T i R
Sigmal I: VWDI A, Wavelength=230 m=
Pk} BT i Type | Widch ! Area ! Area &
5 I fminl 3} i [min} 1
§ i) H i i i i
i 1) 1.4€Z2iBE ¢ 0.085! 114.72€! 100.000;
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ANEXO F



COLUMNA C18-HPLC

BANO DE AGUA - MUESTRAS
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BALANZA ANALITICA

HPLC-ECUACHEMLAB
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ANEXO G



Edicion: 01

FROCEDIMIENTO DE ANALISIS Documento: | PA-FQ-202

Pagina: 1de4

DETEEMINACION DE VITAMINA B2 (Riboflavina)
METODO CROMATOGRAFICO HPLC

1. OBJETIVO:

Establecer las directrices necesarias para realizar la determinacion de

Vitamina B2 (Riboflavina) en alimentos por cromatografia HPLC.

2. ALCANCE

Es aplicable a todos los alimentos de:

e Cereales y derivados

3. PRINCIPIO

Consiste en la extraccion de la Riboflavina de la muestra por medio la hidrolisis
acida y precipitaciéon de enzimas, para luego ser leido por HPLC, principio
activo que es detectado por el espectroflorimetro, Excitacion 450 nm y

Emision 528 nm.

4. PREPARACION DE MUESTRAS

e FEl manejo de las muestras se realiza en base al procedimiento Instructivo de
Transporte, Manipulacion, Recepcion, Proteccion, y Disposicion de las muestras
IG-01-5.8.

e Homogenizar la muestra mediante agitacion en el propio envase.

e Durante la oxidacion se debe utilizar materiales ambar o de color marron.
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5. EQUIPOS

Balanza Analitica EAFQ - 009
Licuadora EFQ - 017

HPLC EAFQ — 022

Ultrasonido EAFQ - 003

Pipeta automatica EAFQ-006
Erlenmeyer de 125 ml

Balones aforados de 500 y 50 ml
Bafio de agua EAFQ- 001
Columna C18 250 x 150 mm, 5um
Filtro

Papel filtro

Viales para HPLC

Micro filtro poro 0,45 pm

6. REACTIVOS

Agua desmineralizada
Alfa-amilasa

Papaina

Acido Clorhidrico 1N
Acetato de Sodio 2,5 M

7. MATERIALES DE REFERENCIA

Estandar de Riboflavina

8. NORMAS DE SEGURIDAD Y VERIFICACION 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 PREPARACION DEL ESTANDAR:

e Pesar alrededor de 25 mg de estandar de riboflavina en un balén
volumétrico de 500 ml, afiadir 50 ul de acido acético glacial y disolver con
agua desmineralizada.

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

e Tomar una alicuota de 5 ml a un bal6n aforado de 50 ml y aforar con agua
desmineraliza.

11.3 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION:

¢ De la solucién anterior preparar 5 estandares acorde a la siguiente tabla:

Estandar de Alicuota Concentracion
Riboflavina mi) (ug/ml)

1 1,0 0,1

2 2.5 0,25

3 5,0 0,50

4 7,5 0,75

5 10,0 1,0

e Las alicuotas anteriores, aforar en balones volumétricos de 50 ml con
agua desmineralizada, ultrasonar durante 5 minutos, microfiltrar y colocar
en viales.

117



11.2 PREPARACION DE LA MUESTRA:

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

e Adicionar 0.2 g de alfa-amilasa, 0.25 g de papaina y 15 ml de agua
destilada a 45-50°C, mezclar bien para tener una suspensién homogénea.

e Tapar el erlenmeyer y colocarlo durante 30 minutos en un bafio
termorregulador a 45-50°C

e Afadir 15 ml de agua destilada entre 45-50°C y 2.5 ml de HCI 1N

e Calentar por 30 minutos a bafio maria hirviente agitando ocasionalmente
para evitar formacion de grumos.

e Pasado el tiempo dejar enfriar y afiadir 2.5 ml de acetato de sodio 2.5 M.

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

e Filtrar por papel filtro normal
e Microfiltar e inyectar en los viales.

11.3 CONDICIONES CROMATROGRAFICAS:

Columna: C-18
Temperatura: 40°C
Fase Movil: Solucién de fosfato dibasico de potasio 10mM-N, N

Dimetilformamida (70:30)

Flujo: 0.7 ml/min
Deteccion: Espectroflorimetro, Excitacion 450 nm y Emision
528 nm

Volumen de Inyeccién: 10 pl

10.CALCULO Y REPORTE DE RESULTADOS

Calcular los mg de Riboflavina por 100 g, en la hoja de calculo respectivo.
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Del analisis se reporta los resultados como mg/100 g, en el Registro de
Resultados Area Fisico Quimico R-03-4.1, en la Orden de Trabajo

correspondiente.

11.CRITERIO DE ACEPTACION Y RECHAZO

e La determinacion se hace con una sola medida, se asegura el resultado
mediante el programa de aseguramiento de resultados, y se aplicaran los
criterios para cada prueba.

12.INCERTIDUMBRE DEL METODO

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

o M¢étodos Oficiales AOAC 2012, Edicion 19

o Instructivo de manejo del HPLC TA-FQ-15

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

o Instructivo de Identificacion y Codificacion de Documentos 1G-01-4.3

« Instructivo de Identificacion y Codificacion de Muestras 1G-03-5.8

o Instructivo de Transporte, Manipulacion, Recepcion, Proteccion, y
Disposicion de las muestras 1G-01-5.8.

« Informe de Resultados Area Fisico Quimico R-03-4.1

o Instructivo de Almacenamiento y Eliminacion de Muestras 1G-03-5.8
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ANEXO H



Caracteristicas del equipo utilizado y certificado de
instalacion.

Buiapimir AcosTa

EQUIPOS Y REACTIVOS

CERTIFICADO DE INSTALACION No. 0003402015

FECHA ACTIVIDAD FECHA EMISION
26 | 06 [ 2015 30 [ 07 T 2015
DATOS PERSONALES DATOS DEL CLIENTE "
NOMBRE DE LA EMPRESA NOMBRE DE LA EMPRESA
BLADIMIR ACOSTA EQUIPOS Y REACTIVOS | ECUACHEMLAB CIALTDA
RESPONSABLE DEL TRABAJO RESPONSABLE | Quim. Alim Tania Bastidas
Ramiro Aguirre/ Bladimir Acosta AREA DE TRABAJO | FISICOQUIMICO
RUC 1713597845001 RUC 1792599512001
DIRECCION | Pintag Barrio San Isidro | DIRECCION Pasaje S/N N3-62 y Simén Bolivar
Sincholagua $/N
| TEEFONO | 2592898 / 0999441402 TELEFONO 026007470
E-MAIL bladyacosta@gmail.com | E-MAIL ecuachemlab il.com
HPLC 001
DESCRIPCION GENERICA
| EQUIPO BOMBA No DE SERIE 291N7102801
MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25%C
MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%
[ DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

e Verificacién de operacién del Display y LED
® Verificacién de limites de presién

¢ Verificacion de flujo

* Purga de lineas

® Verificacién de cafieria completa

| MEDICIONES EFECTUADAS
DISPLAY / LED
PARAMETROS APROBADO | NO APROBADO
LED x
DISPLAY x
i
PRUEBA DE PRESION
PARAMETROS APROBADO NO APROBADO
P.MIN 200psi X
P.MAX X
| MEDICIONES EFECTUADAS

121




PRUEBA DE FLUJO

Buapimir AcosTa

EQUIPOS Y REACTIVOS

PARAMETROS
Flujo 1

VOLUMEN
mL

10.0

PASA

NO PASA

Fluje 2

10.0

Flujo 3

10.0

Flujo 4

10.0

Flujo §

10.0

Flujo Promedio

100

DESCRIPCION GENERICA

| EQUIPO

DETECTOR FLUORESCENCIA

No DE SERIE

MARCA

PERKIN ELMER

1512-012

TEMP. AMBIENTE

25°C

MODELO

SERIE 200

HUMEDAD AMBIENTE

45%

| DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

® Limpieza interior y exterior del equipo.
® _ Verificacién de operacién del Display y LED

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY/LED

PARAMETROS

APROBADO

NO APROBADO

LED

X

DISPLAY

X

DESCRIPCION GENERICA

EQUIPO

DETECTOR UV VIS

No DE SERIE

292N3090507

MARCA

PERKIN ELMER

TEMP. AMBIENTE

MODELO

SERIE 200

HUMEDAD AMBIENTE

45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

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

! MEDICIONES EFECTUADAS
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EQUIPOS Y REACTIVOS

DISPLAY/LED
PARAMETROS | APROBADO | NO APROBADO
LED | x
DISPLAY x |
ENERGIA DE LAMPARAS
PARAMETROS ENERGIA | APROBADO | NO APROBADO
Energia de ldmpara D2 220 X
Encrgia de lampara W 340 X
DESCRIPCION GENERICA
EQUIPO AUTOMUESTREADOR No DE SERIE 293N4090704
MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25°C
MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

¢ Limpieza interior y exterior del equipo.

¢ Verificacién de operacion del Display y LED

¢ Verificacion de posicionamiento de Ia aguja de inyeccidn
® Verificacién de flush

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY / LED

| PARAMETROS | APROBADO
LED X

DISPLAY X

NO APROBADO

SENSOR DE POSICION

PARAMETROS | POSICION # MENSAJE ERROR | APROBADO NO APROBADO

Vial 5 X

Vial 43 x

Vial 75 X

Vial 100 X
DESCRIPCION GENERICA

UIPO HORNO DE COLUMNA No DE SERIE 0VI020615786

MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25°C
MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%
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Biapimig Acosta
EQUIPOS Y REACTIVOS

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

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

MEDICIONES EFECTUADAS

DISPLAY / LED

PARAMETROS | APROBADO NO APROBADO
LED x

DISPLAY x
DESCRIPCION GENERICA
EQUIPO DESGASIFICADOR No DE SERIE 8255
MARCA PERKIN ELMER TEMP. AMBIENTE 25°C
MODELO SERIE 200 HUMEDAD AMBIENTE 45%

DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

e Limpieza interior y exterior del equipo.

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

e Instalacién de buzos

e Verificacidén de burbujas

MEDICIONES EFECTUADAS

LINEAS

PARAMETROS | APROBADO NO APROBADO

.

LINEA 1
LINEA 2

LINEA 3
LINEA 4

AR AR L]
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Brapimir AcosTa
EQUIPOS Y REACTIVOS

| SISTEMA HPLC

PRUEBA DE DESEMPENO DEL SISTEMA
Procedimiento.
1. Realizar 566 myecciamdelmesﬁndaromamucstm
2. Tomar los valores de areas y realizar estadisticos: media, desviacién estandar y coeficiente de
variacion.
Muestra: Humectante

Tiempo
Dato Area Retencién Cromat

1] 339755,781 3,055 | Humectantes220620150001
2| 344983406 3,052 | Humectantes220620150002
3| 341233,750 3,050 | Humectantes220620150003
4| 347341,500 3,053 | Humectantes220620150004
5| 346508,781 3,050 | Humectantes220620150005

Media 343964,644 3,052

Desvest 3319,864 0,002

CcvV 0,965 0,070

PARAMETROS PASA NO PASA
SDR <5% X

Una vez realizadas la pruebas descritas, el equipo se encuentra en correcto funcionamiento se recomienda
una limpieza adecuada del equipo.

Nota: Los resutados g 1 equp b descrito, el certificado no puede del chionse

NOMBRE Y FIRMA DE LA EMPRESA
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Certificado de calibracidon de la Balanza

CERTIFICADO DE CALIBRACION
Ciudadela Guayaquil, cale 1era mz 21 solar 10
Guayaquil - Ecuador Plic 04-2282007 Fax ext 403
mad
CERTIFICADO NUMERO 1859-09-15
IDENTIFICACION DEL CLIENTE
[EMPRESA: ECUACHEMLAB LABORATORIO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DEL ECUADOR CTA. LTDA.
DIRECCION: PASAJE S/N N3-62 Y SIMON BOLIVAR, ARMENIA |
TELEFONO: 3614718
_IDENTIFICACION DEL EQUIPO

EQUIPO: BALANZA ANALITICA UNIDAD DE MEDIDA: Gramos (g)
MARCA: METTLER TOLEDO RESOLUCION (d): 0,0001
MODELO: AX208 VALOR DE VERIFICACION (ey: 0,001
SERIE: 1125061710 CAPACIDAD MAXIMA: 20
(CODIGO: EAFQ-009
CLASE DE EXACTITUD (OIML): | ESPECIAL

CODIGO NOMBRE

ELPT.404 JUEGO DE PESAS 50 mg-200 g

ELPT.054

ELPT.037 TERMOHIGROMETRO

CALIBRACION

PROCEDIMIENTO:  PECEL.01 CONDICIONES AMBIENTALES: Temperaturs mixima °C 21,1 Temperatura minima “C 211
|METODO EMPLEADO: COMPARACION DIRECTA CON PESAS PATRON

[ENSAYO DE EXCENTRICIDAD

TOT.

1
1
1 0,0000601
1 0,0001715
1 0,0000000
1 0,0000719
1 0,0000299
1 0,0001308
. 0000000064
0 20 4 60 8 100 120 140 160 180 200 20 0,00025
Camga Masa 418
U = Incertidurmbre X=Masa 20
INCERTIDUMBRE 0,00051
DECLARACION DE CONFORMIDAD
hhb#hlﬂ-l&lm!ﬁmns.’hlﬂ-m)‘-hul?&lm
OBSERVACIONES
* e.n.p = Error Miximo Permitido por Ia OIML R 76-1:2006
BM&EM*-“-&-E*MMHL iplic I tipica por el factor d (=2,00), idn de t de
Student con (Vefl = 418) grados efectivos de libertad de de 95.45%. La s de ha determis
conforme al documento EA-402. excoplo sin la aprobacidn cecrita del laboratorio Elicrom Calibeacion. El presente certificado se refiere

‘d——--h—'p‘i-‘-aiul—‘“-y‘

REALIZADA POR:  Marlon Mufioz
e CALIBRACION: 31 de aonstn dn 201€ FROHA PRAYIUIA b2
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Certificado de calibracion del Bafio Termoregulador

CERTIFICADO DE CARACTERIZACION
L 4 Ciudadeia Guayaqui, cale Tera mz 21 solar 10
[‘QM\Q‘: W»mm":mm-m v
Bl oAy
CERTIFICADO No: 1856.05-15
IDENTIFICACION DEL CLIENTE
AB L D QUIMICO Y ECUADOR CIA LTDA.
[DIRECCION: PASAJE SN N3-62 Y SIMON BOLIVAR, ARMENIA 1
TELEFONO: 3614718
IDENTIFICACION DEL SQUIPO
EQUIPO: BANO MARIA
MARCA: THERMO SCIENTIFIC
MODELO/TIPO: 2865
SERIE: 204440
CODIGO CLIENTE: EAFQ-001
UNIDAD DE MEDIDA: c
RESOLUCION: 01
UBICACION DEL EQUIPO: LABORATORIO FISICO QUIMICO
LUGAR DE CARACTERIZACION: LABORATORIO FISICO QUIMICO
PPATRONES UTILZADOS
coDIGo NOMBRE MARCA MODELO SERIE FECHA CAL. PROX. CAL
[ELPT.158 TERMOMETRO DIGITAL ELPRO ECOLOG TN2 91849 24-un-15 24-pun-18
ELPT.087 TERMOHIGROMETRO TAYLOR 1523 NO ESPECIFICA 14415 14-en0-18
CARACTERIZACION
METODO: COMPARACION MEDIANTE PATRON DE JRA
PROCEDIMIENTO: PEC EL.08
CONDICIONES AMBIENTALES: 235°C 470 BHR
DESCRIPCION DE LA CARACTERIZACION. - Se programa ef registro automatico de un sensor de (© ubicado en el centro geométrico del espacio de trabajo, en
muﬂtmu?mmammm?nm:mwm”uwm B el valor de Los datos se
Ubicacion del sensor: ZONA UTIL DE LA CAMARA
UBICACION DEL SENSOR DE REFERENCIA
3 indicacion de temperatura durante el
ensayo. Lecturas en el indicador del
equipo bajo prueba
‘minutos valor
0 700
5 700
10 700
15 700
20 700
25 700
20 700
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CERTIFICADO DE CARACTERIZACION
g 2 Cludadels Guayaquil, calle 1era mz 21 solar 10
LITSIO M ca e Guayaquil - Ecuador Pbic 04-2282007 Fax ext. 403
B Lt I mait
Acreditacion N* OAE LE C 10-010
LABORATORIO DE ENSAYOS
CERTIFICADO No: 1850.05-15
PERFIL TERMICO
Ecolog N2 108040 L] Q0915 11
st
Uesn Ve nrc
\ean Vanance: 0008
S Devaton: s
Lowestighest Valoe: 0.1/ 18.0°C
e tha Lty PRI
Tene: Valoe >l dm
Time: Voloe <Me: O
Time: Oat of Weklax O
Time: Vithin Minlan 320w ths
FLILING AL . LIRS 115
ne g sy T R i 7 97
A 1 1 1 I 4 )
%! 1 v/ 1 1 1 1
Ny /s + N o o L N
- ) 1 1 7/ v 1 ¥
A %) i i 1 1 1 ¥
i s i i i i i i
| [ I | I I !
N I i I | I t
= | (. 1 | 1 | |
P I B T T T I~ T S5
ne g i t U I 1 1
| | I | | | !
| | i | | | I
as 1 1 t 1 | I I
} | | I I | I
I I | ] ] i
-uz'l*! T T e b AT 7 t
5 1 1 ) I 1 )
V7 ¥/ § i i ] i |
ws/ 8 § 5 e 777 7/ i s
i ‘ : | : : :
% { I
wd i i O e A A /, L s / v
241 1 1 1 1 1 0
1145 " 125 " " "o "
o o 7 _ i
T 0185206 10 oM2'C o
Tolerancia del
Valor programado en ef Controlader del | Equipo (por of | Temperatura modia en [ T " | Gomecciondela | Estabiidad Enel b s e
equipo bajo prueba (set poinf) cliente) i sensor de referencia o bejo N indicacion tiempo)
@)
c ‘c ‘c ‘c ‘c ‘c ‘c
70 1 703 700 03 0.1 0.18
OBSERVACIONES:
El caiculo de la realizs en base a Ia guia OAE GOZ ROT a Tipica por el factor de cobertura (I=2,00), que para una distribucion de £ de
Student con (Vef = ») grados efectivos de libertad comesponde a una de ¢l 95,45%. La incertidumbre tipica de medicién se ha determinado
conforme ai documento EA-4/02. Este certificado no podra reproducirse excepto en su totalidad sin la crita Elicrom Ci Elpr refiere
solamente al equipo arriba descrito al del yo. L son validos parala del y abarca un cubo espacial de Scm de
arista de dicha ubicacion. Las demds partes del volumen de la camara La del aire en el lugar de medicién se obtiene sumando la temperatura del
indicador de la cdmara més la comeccion de la indicacion.
CARACTERIZACION REALIZADA POR: Juan Carlos Alsva
01-sep-15 FECHA PROXIMA: oct-18
W%\ AUTORZADO POR: RECIBIDO POR:
A’g; usannmu.
» m RESPONSABLE - CLIENTE
/
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