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PROLOGO GENERAL

En muchos paises, la deficiencia de vitamina A es un problema generalizado y no
necesariamente limitado a comunidades o poblaciones especificas. Entre las intervenciones
disponibles, la fortificacion de alimentos es un medio ampliamente aceptado y difundido en los
paises desarrollados, y que ha probado ser eficaz para el suministro de los nutrientes deseados a la
poblacion. En esos paises, alimentos tales como leche en polvo, margarina y mantequilla,
alimentos infantiles, y cereales para el desayuno estin normalmente fortificados con
micronutrientes, incluyendo la vitamina A. Los alimentos mencionados, sin embargo, no son
consumidos regularmente por la mayoria de las personas de los paises en desarrollo,
especialmente aquellos con el mayor riesgo de sufrir la deficiencia de vitamina A. Una excepcion
es el azuicar, alimento que puede ser fortificado con vitamina A. La fortificacion de azicar es
practica porque no requiere el cambio de los habitos alimentarios de la poblacion objetivo, ni el
establecimiento de un sistema de distribucion especifico y costoso. La fortificacion simplemente
requiere de la existencia de un sistema de produccion y comercializacion del aziicar que permita el
agregado uniforme del compuesto fortificante y la supervision del proceso. La fortificacion de
azicar con vitamina A es una de las intervenciones mas seguras, eficaces y de mejor costo-
efectividad para prevenir y controlar la deficiencia de dicho micronutriente.

Con el fin de sistematizar y facilitar la instauracion y ejecucion de programas de
fortificacion de azucar con vitamina A, se ha elaborado este manual, el cual esta integrado por
tres partes. La parte 1, titulada Guias para el Desarrollo, Operacion y Evaluacion de un
Programa de Fortificacion de Aziicar con Vitamina A, ofrece pautas generales y basicas para el
establecimiento de un programa de este tipo. En ésta se discuten las estrategias existentes para
prevenir y reducir la deficiencia nutricional de la vitamina A, y se detallan los elementos basicos
que deben tenerse en consideracion para establecer un programa adecuado de fortificacion de
azucar con vitamina A. Ademas, ofrece una vision general de todo el programa, para proveer,
particularmente a los funcionarios de los sectores privado y publico con funciones de
coordinacion y gerencia, los conocimientos y elementos necesarios que aseguren su adecuado
funcionamiento. Topicos técnicos de ese documento también son de utilidad para el personal
especializado involucrado en etapas especificas del proceso de fortificacion, tales como
operaciones necesarias para llevar a cabo la fortificacion del azucar, determinando tanto la
eficiencia como la eficacia de la intervencion, y guias para estimar los costos del programa.

La parte 2, Guia Técnico Operativa para la Preparacion de la Premezcla y el Azucar
lortificada con Vitamina A, esta dirigida especialmente al personal técnico encargado de ejecutar
el proceso de fortificacion. El capitulo I cubre generalidades del proceso de la fortificacion, el
capitulo Il presenta una seccion especifica que describe la fabricacion de la premezcla, vy el
capitulo I11 describe el procedimiento para el agregado del compuesto vitaminico al azucar.
Ademas. esta parte incluye una descripcion detallada de las actividades de control de calidad

La parte 3. Mcrodologias Analincas para ¢l Control y la Evaluacion de la Fortificacion
de Azucar con uamma A presenta meétodos de laboratono y de campo para estimar el contenido
de vitamina A en la premezcla v en el azucar fortificada Este documento tambien provee detalles
para la determinacion de la vitamina A en muestras biologicas. lo que es indispensable en la

Vil



evaluacion de impacto del programa de fortificacion. Esta parte esta dirigida fundamentalmente al
personal de laboratorio a cargo de determinaciones analiticas.

La lectura de los tres documentos descritos anteriormente (partes 1, 2 y 3) que conforman
este manual revela que, ocasionalmente, se repite cierta informacion y algunos conceptos. Estas
repeticiones no son el resultado de descuidos editoriales sino, por el contrario, se hacen a
propdsito para resaltar su importancia y conferirle a cada parte individual una relativa
autosuficiencia en los aspectos mas basicos. Sin embargo, la situacion ideal, y es lo que aqui se
recomienda, es que las tres partes se consideren una unidad tedrica y practica y que sean
utilizadas en conjunto para asegurar su papel complementario.

La investigacion para la fortificacion de aziicar con vitamina A principio en el Instituto de
Nutricién de Centro América y Panama (INCAP) en los afios sesenta, bajo el liderazgo de
Guillermo Arroyave con el apoyo del Dr. M. Forman de USAID. El desarrollo de esta tecnologia
necesitd aproximadamente 10 afios. Finalmente a partir de 1974, Costa Rica, Guatemala,
Honduras y Panama legislaron que el aziicar debia fortificarse con vitamina A. Con el apoyo de
USAID, el INCAP demostro en forma concluyente que la fortificacion de azicar con vitamina A
es eficaz y costo-efectiva. El respaldo de USAID a este programa, recientemente a través del
proyecto OMNI, ha continuado durante los afios; esta ayuda ha contribuido a que la fortificacion
de azicar haya mejorado en Centro América, y ha estimulado su adopcion por otros paises en
Latinoamérica.

El establecimiento de un programa exitoso de fortificacion de azucar refleja el esfuerzo
conjunto de la iniciativa privada, funcionarios publicos, investigadores y entidades de cooperacion
internacional. El proposito de este documento es compartir las experiencias de Centro América,
para que asi otros paises puedan planificar y establecer este tipo de programas con la finalidad de
controlar y prevenir la deficiencia nutricional de vitamina A.

Frances Davidson Heman Delgado
Oficina de Salud y Nutricion, USAID INCAP/OPS
Washington, D.C. Guatemala
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Metodologias Analiticas para el Control y la Evaluacion Jde la Fortificacion de Azvicar con |itamina A

| INTRODUCCION

El laboratorio es indispensable para la correcta operacion de un programa de fortificacion
de azicar con vitamina A. Se requieren metodologias analiticas para verificar la concentracion de
retinol tanto en la premezcla como en el azicar fortificada. Ademas, la determinacion de los
niveles de retinol en especimenes de suero sanguineo y leche humana es esencial para la
evaluacion del efecto biologico de esta intervencion.

Los usuarios de este manual deben tener en cuenta que los laboratorios donde se llevan a
cabo determinaciones de retinol-deben tener un area sin luz solar directa o iluminaciéon muy fuerte.
El area de trabajo debe iluminarse con tubos incandescentes de luz amarilla. Si estas condiciones
no son factibles, o ain como una precaucion adicional, los tubos de ensayo y recipientes que
contienen soluciones de retinol pueden cubrirse con una tela negra en todo momento en que el
procedimiento lo permita. Otra facilidad que deben poseer estos laboratorios es la presencia de
campanas de laboratorio para reducir los riesgos asociados con el uso de solventes volatiles e
inflamables.

Esta parte del manual principia describiendo las propiedades generales del retinol y del
preparado de retinol que se usa en la fortificacion de aziicar, con el proposito de dar las bases
sobre las que se fundamentan las metodologias analiticas. Seguidamente, aparecen secciones que
describen los métodos de laboratorio,' para determinar el contenido de retinol en (a) premezcla y
azucar fortificada (incluyendo la determinacion de peroxidos en el aceite vegetal, que se usa en la
preparacion de la premezcla), (5) en sangre, y (¢) leche humana. Cada una de estas secciones
presentan generalidades sobre los principios y procedimientos comunes de los métodos,
descripcion de sus ventajas y limitaciones, y guias para la toma y manejo de las muestras. Una
ultima seccion describe procedimientos para control de calidad de los métodos analiticos. Los
anexos presentan la descripcion y calibracion de una camara de irradiacion con luz ultravioleta,
sugerencias para el lavado y cuidado apropiado de la cristaleria del laboratorio, y un listado y
direcciones de los proveedores de los equipos y reactivos necesarios para los ensayos analiticos.

] A menos que sea expectlicamente seialado los mctodos que se meluven agui son los que actualmente estan en uso
en ol Laboratone de Quinica v Bioguimica del Institute de Nutnicion de Centro Amencay Panama (INCAP)



Metodologias Analiticas para el Control y la Evaluacion de la Fortficacion de Aziicar con Pitamina A

11. PROPIEDADES DEL RETINOL Y DEL COMPUESTO DE VITAMINA A
USADO EN LA FORTIFICACION DE AZUCAR

El retinol es la forma activa de la vitamina A, presente en los tejidos y fluidos del
organismo animal pero no en plantas.? En la naturaleza, el retinol se encuentra predominante
esterificado con acidos grasos, siendo el palmitato el éster mas comun. Se encuentran ademas
derivados del retinol con funciones bioquimicas especificas, tales como el retinal y el acido
retinoico, en los cuales el radical alcohélico primario (-OH) se ha oxidado a radical aldehido (-
CHO) y acido (-COOH), respectivamente. La estructura quimica del retinol y otros derivados se
muestra en la figura 3.1.

Figura 3.1
ESTRUCTURA QUIMICA DEL RETINOL Y DERIVADOS
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E:n el reme vegetal no se encuentra reunol preformado, pero abundan los compuestos estructuralmente
relacionados conacidos como carotenoides - Solamente 50 de aproximadamente 600 carolenmdes naturales dan
ongen a retnol en el orgamismo animal v por eso se le reconoce como carotenoides activos precursores de
vilamina /:. De exton el mas active es el beta-catoteno, lo cual 1o hace ¢l mas smpontante desde ef punto de vista
nutnciona
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Manuai para la Fortificacion de Aziear - Parte 3

En la sangre el retinol es transportado por una proteina especifica denominada la proteina
ligadora de retinol. En la leche, el retinol aparece esterificado con varios acidos grasos. Para la
determinacion de retinol en suero (o plasma), las muestras se tratan con una mezcla etandlica
alcalina con el proposito de liberar el retinol del complejo y precipitar las proteinas. En la leche, el
retinol debe ser separado de sus ésteres mediante saponificacion.

En la actualidad, el retinol disponible comercialmente para usos farmacéuticos o
industriales es sintético. Sus presentaciones son en forma de ésteres, cominmente palmitato y
acetato, los cuales tienen una mayor estabilidad y son de mas facil manejo. El retinol y sus ésteres
son solubles facilmente en solventes organicos y grasas, e insolubles en agua. Por esta razon, no
pueden utilizarse directamente para fortificar alimentos que se mezclen o disuelven con agua. Sin
embargo, la industria alimenticia ha producido preparaciones de vitamina A que son secas y
miscibles en agua, tales como microencapsulados de ésteres de retinol. Esto ha permitido el
desarrollo de tecnologias para la fortificacion de alimentos de base seca o hidrosoluble,
incluyendo el azicar.

El prototipo de microencapsulado de palmitato de retinol utilizado en la fortificacion de
azicar es el compuesto 250-CWS.? En éste, el palmitato de retinol se encuentra en una matriz de
gelatina que contiene sustancias antioxidantes que le confieren gran estabilidad, asi como
componentes que lo hacen dispersable en agua. El compuesto 250-CWS es un polvo de particula
esférica, de color amarillo palido y olor caracteristico. Su estabilidad y otras caracteristicas fisicas
lo hacen altamente adecuado para su uso como fortificante en el aziicar blanca. Como ya se dijo
anteriormente, el retinol es liposoluble y por lo tanto es facilmente extraible con solventes
organicos. En la forma microencapsulada, sin embargo, es necesario que primero la microcapsula
se disperse en agua para liberar el palmitato de retinol de las otras sustancias acompaiiantes.

Una vez extraido el retinol o sus ésteres, otras de sus caracteristicas se manifiestan mas
claramente. La consideracion de algunas de estas caracteristicas es importante para el disefio y
ejecucion de los métodos de laboratorio para determinar retinol. Entre éstas se incluyen:

¢ Destruccion por luz U1, El retinol se destruye cuando es irradiado con luz
ultravioleta. Esta propiedad permite determinar con gran especificidad los niveles de
retinol en las muestras, midiendo la absorbancia del retinol antes y después de su
destruccion selectiva con [uz ultravioleta. Esta propiedad, sin embargo. demanda que
el retinol sea protegido de la exposicion a la luz directa durante su manejo en el
laboratorio.

¢ Absorcion de energia electromagnética en la zona de UV y visible cercano. Debido a
los dobles enlaces conjugados que presenta la estructura del retinol, éste absorbe
energia radiante alrededor de los 325 nm. Esta propiedad es la que se utiliza
generalmente para determinar cuantitativamente el retinol. midiendo su absorbancia a

Vo Preducido por las compaiias Hollman-La Roche v BASE
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Metodologias Analinicas para el Control y la Evaluacion de la Fortificacion de Azicar con Vitamina A

Ia longitud de onda de maxima absorcion, la que puede vanar un poco segun el
solvente y el derivado de retinol.

Oxidacion. El retinol facilmente incorpora oxigeno en enlace peréxido en su
estructura, reaccion cuya velocidad depende de la temperatura. Por lo tanto muestras y
soluciones que contienen retinol deben protegerse del contacto prolongado con el
oxigeno del aire y guardarse a temperaturas inferiores de 10°C.

N



Aetodologias Analiticas para el Control y la Evaluacion de la Fortificacion de Azucar con 1'itamina A

II1. PRINCIPIOS PARA LA DETERMINACION DE RETINOL EN PREMEZCLAS Y
EN AZUCAR FORTIFICADA

El retinol en premezcla o azucar fortificada puede determinarse cuantitativamente por
medio de un método espectrofotométrico o semi-cuantitativamente utilizando una reaccién

cromogeénica.

A. Método espectrofotométrico

Las etapas del método espectrofotométrico son las siguientes:

1.

Toma y manejo de la muestra. Como minimo, se recomiendan 5 g de premezcla y
50 g de aziicar. Las muestras deben almacenarse en frascos opacos de vidrio o
plastico herméticamente cerrados, y transportarlas protegidas de exposicion a la
luz, calor y humedad. Una vez en el laboratorio, las muestras se almacenan en un
lugar fresco y seco. Previo a pesar la muestra para el analisis, la premezcla o el
azicar deben mezclarse completamente.

Dispersion de las microcdapsulas de palmitato de retinol. Para asegurar la
completa dispersion en agua del 250-CWS es recomendable emplear agua a 50-
60°C v, en lo posible, mantener la solucion a dicha temperatura por 15 minutos.

Extraccion. El palmitato de retinol es extraido del medio acuoso con un solvente
organico. El solvente mas apropiado es el hexano. Por el contenido tan alto de
palmitato de retinol en la premezcla, la extraccion es innecesaria; basta con diluir
previamente la solucion acuosa con 2-propanol.

Determinacion de la concentracion de retinol. La determinacion del retinol se
basa en su absorbancia a 325 nm, utilizandose un espectrofotometro. En el caso de
la premezcla y el azucar fortificada, por su alto contenido de retinol, puede
utilizarse una longitud de onda mayor, pero siempre por debajo de 350 nm. En
estas circunstancias, la exactitud y la sensibilidad son menores, requiriéndose
introducir un factor de correccion, que puede obtenerse mediante el cociente que
resulta de dividir la absorbancia a 325 nm de una solucion de retinol. en un
espectrofotometro de referencia. entre la absorbancia de esa misma solucion a la
otra longitud de onda. La tabla 3.1 presenta factores de correcion para diferentes
longitudes de onda determinados en los laboratorios del INCAP.
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Tabla 3.1: Factores de Correccion de la Absorbancia del retinol a Diferentes Longitudes de
Onda Cuando se usa Fuente de Luz Visible*

Longitud de onda (nm) Factor de correccion
325 1.007
330 1.066
335 1.177
340 1.360
345 1.622
350 2.030
5. Incremento de la especificidad analitica. Cuando los matenales por analizar

contienen cantidades significativas de substancias interferentes, se hace necesario
incrementar la especifidad del método. Esto puede lograrse de dos maneras:
Primero, utilizando una columna cromatografica de alta resolucion (HPLC) para
separar el retinol de otras sustancias que absorben energia radiante de longitud de
onda igual o cercana al retinol o, segundo, midiendo la absorbancia de los
extractos antes y después de destruir selectivamente el retinol por exposicion a luz
ultravioleta. La diferencia en absorbancia entre el extracto no irradiado y el
irradiado es debida especificamente al retinol y en este dato se basa el calculo de la
concentracion de retinol en la muestra. Este procedimiento se utiliza en el analisis
de la premezcla. En el caso del azucar fortificada, el extracto organico
esencialmente carece de sustancias interferentes, por lo que basta con restar a las
lecturas de absorbancia de las muestras la absorbancia de un blanco de reactivos.

B. Método colorimétrico

El otro método para determinar los niveles de retinol en aziicar fortificada es el
colorimétrico;’ éste es mas rapido y no requiere un espectrofotémetro, pudiendo ser adaptado a
procedimientos de campo. El método se basa en la reaccion de Carr-Price, la cual se basa en la
formacion de anhidroretinol al mezclar el retinol con un reactivo cromogeno que contiene acido
tricloroacético y diclorometano. En este reactivo, el anhidroretinol se protona transitoriamente,
generandose una coloracion azul proporcional a la concentracion de retinol en la muestra. Este
método es menos exacto y preciso que el espectrofotométrico, por lo cual se recomienda verificar
periodicamente la validez de los resultados contra datos obtenidos con una misma muestra por el

meétodo espectrofotométrico.

J4 1.1 valor de relerencia utthzando una fuente de radiacion uliravioleta a 323 am e~ | 000
3 T ste metado no s e suficientemiente exacto para ser utilizado en el control de calidad de la premescla
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IV. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE RETINOL EN

PREMEZCLAS
A. Referencia®
B. Principio

Este método consiste en la solubilizacion de la microcapsula hidrodispersable de palmitato
de retinol en agua caliente, seguida por dilucion en 2-propanol. La concentracion de retinol
presente como palmitato de retinol, es determinada por su absorbancia a 325 nm.

C. Puntos criticos y precauciones

Se necesita un espectrofotometro con capacidad de lectura cercana a 325 nm. Por la
importancia del espectrofotometro en cuanto a la exactitud y confiabilidad de los analisis, éste
debe calibrarse frecuentemente; para ello, deben seguirse las instrucciones que generalmente se
incluyen en los manuales del fabricante que vienen con el equipo, especialmente para verificar que

el monocromador esta bien ajustado. La calibracion debe hacerse periodicamente y no solo
cuando se instala una lampara nueva.’

También se requiere una camara de irradiacion con luz ultravioleta, en la cual se destruye
el retinol. Esta camara puede consistir simplemente en una fuente de luz ultravioleta y una cortina
que proteja a los técnicos analistas de la exposicion a dicha irradiacion. Lo importante es
establecer con exactitud la distancia apropiada entre la fuente de luz UV y las soluciones, asi
como el tiempo optimo de irradiacion. Se recomienda confirmar la eficiencia de la camara de
irradiacion periodicamente (cada tres meses, p.e.) y siempre que se instala una nueva lampara. El
anexo 3.1 presenta un ejemplo de camara de irradiacion y de un procedimiento de calibracion.

Una vez que el azicar se ha solubilizado en 2-propanol, el analisis no debe interrumpirse.

De acuerdo a la experiencia con este método en los laboratorios del INCAP, si la
variabilidad entre los duplicados de una misma solucion es tal que estos se apartan de su promedio
en mas del 3%, se rechazan los resultados y se repiten las lecturas. Los resultados de dos
submuestras de la misma muestra pesadas independientemente no deben apartarse de su promedio
en mas de 8%: en caso contrano es necesario repetir el analisis completo.

¢ Hasado en un procedimiento desento por Pineda O (1980 Foruficacion dv azucar con vitamma o1, manual de

operaciones  Iivision de Nutneon s Salud  Institue de Nutneion de Centro Amenica s Panama (INCAP) 23 p

La sceaion XTIV C 1 desenbe un procedimienio para calibrar espectrofolometros simples los que comunmente son
utihzadon en quimsca chinica
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D.

Equipo y materiales

Agitador tipo Vortex

Balones volumétricos o probetas de 100 mL

Baiio de agua (50-60°C)

Camara de irradiacion con luz ultravioleta (descrita en el anexo 3.1)
Celdas para el espectrofotometro (preferiblemente de cuarzo)
Espatulas de pesada

Espectrofotometro UV/VIS

Papel de aluminio

Pipetas graduadas serologicas

Pipetas volumétricas

Tubos de ensayo de 20 mL

Tubo de vidrio de 10 x 75 mm transparentes a luz U.V.
Varillas de vidrio

Vasos de precipitar (beaker) de 200-250 mL

Reactivos

2-Propanol p.a. ((CH3CH(OH)CH3), pureza=99.7%, PM=60.10, d=0.78 g/mL).

Procedimiento
1. Homogenice la muestra mezclandola varias veces.

2. Pese en duplicado aproximadamente | g de la muestra, registrando el peso exacto
en miligramos, y disuelva en 80 mL de agua destilada a 50°-60°C en un vaso de
precipitar o Erlenmeyer. Utilice una varilla de vidrio para disolver completamente
la muestra.

3. Incube en baiio de agua a 50-60°C por 15 min. Deje en reposo a temperatura
ambiente hasta que la solucion se enfrie. Transfiera a un balén volumétrico o una
probeta de 100 mL. Lave varias veces el vaso de precipitar con pequeiias
porciones de agua destilada y transfiera los lavados al balon o probeta. Lleve a
volumen con agua destilada y mezcle. Esta solucion es de apariencia lechosa

4. En un tubo de ensayo de 20 mL mida 2 mL de la solucion del paso 3 y agregue 8
mL de 2-propanol (esto da una dilucion 2:10). Mezcle vigorosamente con el
agitador Vortex.

5 En otros tubos de ensayo de 20 mL mida | mL de la solucion del paso 4 y agregue
9 mL de 2-propanol (esto da una dilucion 1-10) Mezcle con el agitador Vortex

10
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6. Separe cerca de 1 mL de la solucion de la etapa 5 y pongala en un tubo de ensayo
transparente a luz UV. Irradie esta solucion en la camara de irradiacion por 35 min
(o el tiempo necesario segun las eficiencia de la camara de irradiacion).

7. Ajuste el cero del espectrofotometro con 2-propanol. Lea la absorbancia de las
soluciones irradiadas y no irradiadas a 325 nm® en celdas de cuarzo de 1 cm de
paso de luz.

G. Calculos

La concentracion de palmitato de retinol en las muestras de premezcla se calcula segun la
ecuacion siguiente;

(Abs, - Abs__ ) Vi .
Palmitato de retinol(mglg) = ' x x FD x FC,_
€ P
en donde:
Abs, = absorbancia sin irradiacion
Abs, 4 = absorbancia después de irradiacion

Los parametros de la ecuacion son los siguientes:

Parametro Explicacion Valor
€ Coeficiente de absortividad del palmitato de retinol (mg’ 94.0
"em™” mL)

Vi Volumen de la solucion inicial de la muestra (mL) 100.0
p Peso de la muestra (g) (etapa F.2) dato de pesada
FD Factor de dilucion 50.0
FC... Factor de correccion del espectrofotometro.’ idealmente 1.000

N SEno e disponie de un espectiolotometio con luz ultravinleta, puede leerse en un espectiolotometio de luz visible

que aleanee longitudes de onda inderniotes o 350 nm ever abla 3 1)
W Ve Seeaon XIV O
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Utilizando estos parametros, y expresando los resultados como retinol no esterificado
(multiplicando por la relacion de pesos moleculares retinol/palmitato de retinol; 286.46/524.84 =
0.546), la ecuacion anterior se simplifica a:

Retinol (mglg) = ( Abs, - Abs, ) x 2224 ¢ FC

"‘esp
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V. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE RETINOL EN AZUCAR
FORTIFICADA

A. Referencia

Arroyave G. y Funes C. de 1974. Enriquecimiento de azicar con vitamina‘A. Método para la
determinacion cuantitativa de retinol en azicar blanca de mesa. Arch. Latinoamer. Nutr.
24:147-153.

B. Principio

Este método es una adaptacion del método propuesto por Arroyave y Funes (1974). El
procedimiento como esta descrito aqui utiliza 5-10 veces menos cantidad de reactivos que el
original, tiene una exactitud y recuperacion semejantes, y su precision, aunque un poco menor, €s
muy satisfactoria. Consiste en la extraccion del palmitato de retinol en hexano. La concentracién
de retinol es determinada por su absorbancia a 325 nm. El método usualmente no requiere la
destruccion del retinol por irradiacion con luz ultravioleta, porque la absorbancia a 325 nm del
extracto organico es debida esencialmente al retinol presente en el azucar.

C. Puntos criticos y precauciones

Se necesita un espectrofotometro con capacidad de lectura cercana a 325 nm. Por la
importancia del espectrofotometro en cuanto a la exactitud y confiabilidad de los analisis, éste
debe calibrarse frecuentemente; para ello, deben seguirse las instrucciones que generalmente se
incluyen en los manuales del fabricante que vienen con el equipo, especialmente para verificar que
el monocromador esta bien ajustado. La calibracion debe hacerse periodicamente y no sélo
cuando se instala una lampara nueva.'

También se requiere una camara de irradiacion con luz ultravioleta, en la cual se destruye
el retinol. Esta camara puede consistir simplemente en una fuente de luz ultravioleta y una cortina
que proteja a los técnicos analistas de la exposicion a dicha irradiacion. Lo importante es
establecer con exactitud la distancia apropiada entre la fuente de luz UV vy las soluciones, asi
como el tiempo Optimo de irradiacion. Se recomienda confirmar la eficiencia de la camara de
irradiacion periodicamente (cada tres meses, p.e.) y siempre que se instala una nueva lampara. El
anexo 3.1 presenta un ejemplo de camara de irradiacion y de un procedimiento de calibracion.

Una vez que el palmitato de retinol se ha extraido en hexano, el analisis no debe
interrumpirse.,

De acuerdo a la experiencia con este método en los laboratorios del INCAP, si la
variabilidad entre las réplicas de una misma solucion de azucar es tal que éstas se apartan de su

10 La secaon XTIV C | desernibe un procedmuento para calibrar espectrofotometros sumples, Jos gue comunmente son
ublizados en quimuea chimica
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promedio en mas del 5%, se rechazan los resultados y se repiten las extracciones. La recuperacion
del método es por lo menos 91%.

D. Equipo y materiales

Agitador tipo Vortex

Balones volumeétricos o probetas de 100 mL

Bafio de agua (50-60°C)

Bulbos de aspiracion para pipetas Pasteur y pipetas seroldgicas
Celdas para espectrofotometro (preferiblemente de cuarzo)
Espatulas de pesada

Espectrofotometro UV/Vis

Pipetas graduadas serologicas

Pipetas Pasteur

Pipetas volumétricas

Tubo de ensayo de 20 mL, con tapon esmerilado o de rosca
Varnillas de vidrio

Vasos de precipitar (beaker) de 200-250 mL
E. Reactivos
1. Etanol absoluto p.a. ((C,H;OH), pureza=99.8%, PM=46.07, d=0.79 g/mL).
2. Hexano p.a. ((C,H,,), pureza=99%, PM=86.18, d=0.66 g/mL).
3. Hidroxido de sodio-0.1 N Disuelva 4 g de hidroxido de sodio ((NaOH,
pureza=97%, PM=40.0) en 1 L de agua destilada. Guarde en botella de
polietileno o polipropileno.

F. Procedimiento

l. Homogenice la muestra de aziicar mezclandola varias veces.

o

Pese aproximadamente 20 g de azucar, registrando el peso exacto en miligramos, y
disuelva con 60-80 mL de NaOH-0.1 N en un vaso de precipitar de 200-250 mL.
Mezcle con una varilla de vidrio para disolver completamente.

Incube en bafio de agua a 50-60°C por 15 min. Deje en reposo a temperatura
ambiente hasta que las soluciones se enfrien. Transfiera cuantitativamente a un
balon volumétrico de 100 mL. Lave varias veces el vaso de precipitar con
pequeiias porciones de NaOH-0.1 N y transfiera los lavados al balon Afore a 100
mL NaOH-0 | N vy mezcle

LJ
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G.

Transfiera 4 mL de la solucion preparada en el paso (3) a cada uno de tres tubos
de vidrio de 20 mL (con tapon esmerilado o de rosca) con el propésito de analizar
cada solucion por triplicado. Prepare en triplicado un blanco de reactivos
solamente con NaOH-0.1 N y llevandolo a través de los mismos pasos del
procedimiento que las muestras.

Agregue 4 mL de etanol absoluto a cada tubo. Mezcle en agitador tipo Vortex por
5 segundos.

Mida 5 mL de hexano y agregue a cada uno de los tubos del paso (5). Tape cada
tubo inmediatamente y agite con suficiente intensidad en el agitador tipo Vortex
por 30 segundos, para asegurar la extraccion completa del palmitato de retinol.
Destape ligeramente los tubos para aliviar la presion de los gases.

Permita la separacion de fases. La fase organica es la superior.
A la mayor brevedad posible, transfiera con una pipeta Pasteur la fase organica a

una celda de espectrofotometro de 1 cm de paso de luz, y Jea su absorbancia a 325
nm.!! Ajuste el cero del instrumento con el hexano antes de cada lectura.

Calculos

La concentracion de palmitato de retinol en las muestras de azucar se calcula segun la

ecuacion siguiente:

en donde;

bscarreglda ¥ Vh Vi

Palmitato de retinol (pg/g)= -
laz p

Abs = Absmucslra - Abshl:lm.n

vorrepda

Abs,,.. . es €l promedio de tres lecturas, y que deberia ser menor de 0.050.

Los parametros de la ecuacion son los siguientes:

S0 se dispone de un espectialotometio gon hwy ultravioleta puede leerse en un espectrototometio de luz visible
gue alcance longitudes de onda imdetaotes g 350

I8
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Parametro Explicacion Valor

€ Coeficiente de absortividad del palmitato de retinol en 0.092
hexano (ug™ cm™ mL)

Vh Volumen de la fase organica (mL) 5.0

Vaz Volumen de la alicuota analizada de la solucion de 4.0
azucar (mL)

Vi Volumen de la solucion inicial de la muestra (mL) 100.0

P Peso de la muestra (g) (etapa F.2) dato de pesada

FC_, Factor de correccion del espectrofotometro’? idealmente 1.000

Utilizando estos parametros, y expresando los resultados como retinol no esterificado
(multiplicando por la relacion de pesos moleculares retinol/palmitato de retinol: 286.46/524.84 =
0.546), la ecuacion anterior se simplifica a:

741 .85
—_—X
D

Retinol (ug/g)= Abs FC

correguda esp

H. Verificacion de la recuperacion del método

Se recomienda yerificar la eficiencia de la extraccion por medio del siguiente
procedimiento: ™

1. Prepare una muestra “control” con azucar sin fortificar, y siga las etapas (F.1) a la
(F.4) del procedimiento. En este punto, agregue a 2 de los 3 tubos de ensayo, 3
mL de etanol absoluto y luego 1 mL de una solucion en etanol de palmitato de
retinol de concentracion conocida (aproximadamente 20 microgramos de palmitato
de retinol por mililitro'*), los “controles™. Al tercer tubo (el “blanco™). agregue 4
mL de etanol absoluto. Continue con el procedimiento descrito a partir de la etapa

12 Ver Seceion XIV C.]

13 Nolese que este ensavo de recuperacion se hace con referencia a palmitato de retinol puro en vez de la forma
microencapsulada (250-CWS) S embargo, la evpeniencia de lox laboratonos del INCAD indica que Tos
resultados son practicamente lox musmos

14 Preparada a partir de una solucion madre de 100 pg/ml. de palnitato de retunaol en etanol. almacenada a -20°C
hajo atmostera de nitrogenao v en frasco oscure La solucion de 20 ugnl debena tener una absorhaneia cercana
Je 2 0a 325 nm en contra de etanol abaoluto
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(F.6). Lea la absorbancia de los “controles” y de su “blanco”. Sustraiga la
absorbancia del “blanco” al promedio de las absorbancias de los “controles™; ésta

es la absorbancia debida al palmitato de retinol agregado ().

2. Por aparte, prepare una solucion de palmitato de retinol en la siguiente forma:
Mida 1 mL de la misma solucton de palmitato de retinol que fue usada en la etapa
anterior en un balon volumétrico de 5 mL y afore con etanol. Lea la absorbancia de
esta solucion, y multiplique por 0.98, para compensar por la mayor absorbancia del
palmitato de retinol en etanol que en hexano. Este producto (?) es la absorbancia
teodrica que debia haberse encontrado si la recuperacion fuera 100% eficiente.

3. Calcule la recuperacion (R) asi:

R x 100

I
~ | tn
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V. DETERMINACION COLORIMETRICA SEMI-CUANTITATIVA DE
PALMITATO DE RETINOL EN AZUCAR FORTIFICADA

A. Referencias

Arroyave G., Pineda O. y Funes C. de 1974 Enriquecimiento de azicar con vitamina A. Método
rapido para la facil inspeccion del proceso. Arch. Latinoamer. Nutr. 24: 155-159.

Bayfield R.F. y Cole E.R. 1980 . Colorimetric determination of vitamin A with trichloroacetic
acid. En: McCormick D.B. y Wright L.D., Eds. Methods in Enzymology, Parte F.
Vitamins and (Coenzymes, Vol. 67. New York: Academic Press. pp 189-195.

B. Principio

El método aqui descrito es una modificacion del propuesto por Arroyave, Pineda y Funes
(1974). Este método se basa en la formacion de anhidroretinol al mezclarse el retinol con un
reactivo cromégeno que contiene acido tricloroacético y diclorometano. Se genera un compuesto
de color azul cuya intensidad puede medirse por comparacion visual contra una escala de
soluciones de sulfato de cobre. El color es transitorio por lo que la comparacion debe hacerse
dentro de 10 segundos después de haber agregado el reactivo.

C. Puntos critices y precauciones

Es preciso preparar el reactivo cromégeno con suficiente frecuencia, ya que es inestable.
Se sugiere utilizarlo dentro de cinco dias si se guarda a 25°C y dentro de 14 dias si se guarda en
refrigeracion. En este ultimo caso, el reactivo debe sacarse del refrigerador de dos a tres horas
antes de ser utilizado; si se forman cristales deben disolverse con movimientos rotativos. Para
verificar la calidad del reactivo, se recomienda analizar un control de azucar con concentracion
conocida de retinol y cerciorarse de que la intensidad del color azul coincida con la esperada
segun la escala.

El reactivo cromogeno es muy corrosivo, por lo que debe manejarse con precaucion y
solo por personal adecuadamente capacitado. Pocos minutos antes de utilizarlo, la cantidad
necesaria debe decantarse en un vaso de precipitar para que sea mas facil tomarlo con una jeringa
Se utiliza una jeringa en vez de pipeta para asegurar el agregado vigoroso y rapido del reactivo
sobre la solucion de azucar. El reactivo tiende a enturbiarse al contacto con la humedad del
ambiente. No debe regresarse el reactivo sobrante del vaso de precipitar al envase original.

D. Materiales
Frasco de plastico de SO mL

Frasco de vidrio de boca ancha (para descartar los desechos)
Frasco de 500 mL o termo (para transponar el agua destilada)

10
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Frasco oscuro con tapon de vidrio esmerilado

Guantes desechables de goma

Jeringa de vidrio de 5-10 mL con punta de polietileno de 3 cm en el extremo

Pipetas graduada de 10 mL

Soluciones de sulfato de cobre (escala colorimétrica), ver descripcion mas adelante.

Tubos de ensayo de 15 x 100 mm con una marca a 1 mL y otra al nivel del volumen que
ocupan 10 g de azicar del tipo que se va a analizar

Vasos de precipitar (beaker) de 50-100 mL

E. Reactivos
1. Reactivo cromogeno: acido tricloroacético /diclorometano

Disuelva 120.0 g de acido tricloroacético en 80.0 g de diclorometano (60.6 mL). Para
disolver por completo, entibie la mezcla en bafio de agua a 50-60°C, agitando constantemente.
Almacene en un frasco ambar con tapon esmerilado, preferiblemente en refrigeracion. El reactivo
hecho de esta manera alcanza para 25-30 muestras.

2. Escala colorimétrica

A partir de una solucion “madre” de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,.5H,0)
prepare las siguientes diluciones:

CuSO,5 H,0 Equivalencia aprox. de concentracion
(g1) (ug g retinol en azucar)
30 5
60 10
90 15
120 20

Mida 4 mL de cada una de las soluciones patron de sulfato de cobre en el mismo tipo de
tubos de ensayo en los que se analizaran las muestras. Tapelos herméticamente para evitar
evaporacion. Rotule cada tubo con su respectivo numero de identificacion, que indica el color
aproximado que produce una muestra de azucar con esa concentracion de retinol en pg/g. Estas
soluciones son estables indefinidamente a temperatura ambiente.

F. Procedimiento

I Homogenice la muestra de azucar mezclandola varias veces
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10.

En el frasco de 50 mL, ponga 10 g de aziicar (o con uno de los tubos de ensayo
con menisco marcado, tome el volumen equivalente).

Agregue 10 mL de agua a 50-60°C, preferiblemente destilada. Disuelva el azicar,
si necesario calentando la solucién.

Deje 1a solucion en reposo a temperatura ambiente hasta que se enftie.

Transfiera solucion de azicar a un tubo de ensayo hasta el nivel marcado a I mL.

Vierta la cantidad estimada del cromdgeno que se utilizara en un vaso de
precipitar.

Utilizando la jeringa, agregue a cada solucion de aziicar 3 mL del reactivo
cromogeno y mezcle inmediata y vigorosamente. Utilice guantes desechables para
evitar el contacto accidental del reactivo cromogeno con la piel.

Compare el color azul de la muestra con los patrones de la escala colorimétrica.
Efectiie esta comparacién antes de que hayan transcurrido 10 segundos de haber
agregado el reactivo, ya que el color se mantiene por un corto tiempo.

Estime el nivel de retinol en el azicar (ug/g) con base en el patron cuyo color es el
mas similar al desarrollado por la muestra. En la mayoria de los casos, la intensidad

del color azul cae entre dos de los tubos de referencia. La concentracion de retinol,
por lo tanto, debe informarse dentro de este rango. Por ejemplo, si la intensidad
del color cae entre los niveles 30 y 60 g/L de sulfato de cobre, el contenido de

retinol es entre 5y 10 pg/g.

Deseche los residuos del reactivo cromogeno, incluyendo el que se ha hecho
reaccionar con el azucar, dentro del frasco de vidrio para desechar, y llévelo al

laboratorio para su deposicion final.
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VI. METODO VOLUMETRICO PARA LA DETERMINACION DE PEROXIDOS EN
ACEITES

A. Referencia

Association of Official Analytical Chesmist 1984 QOfficial Methods of Analysis of the Association
of Official Analytical Chemists. 14a. ed. Arlington, Virginia.

B. Principio

Este método se aplica para determinar el nivel de peroxidos en los aceites que se usan en
la preparacion de la premezcla de vitamina A. Los peroxidos y productos similares provienen de
la oxidacion de las grasas y aceites. Los peroxidos oxidan al yoduro de potasio a yodato, el cual
se mide cuantitativamente por su reaccion redox con tiosulfato de sodio. La reaccion se lleva a
cabo en medio ligeramente acido y en presencia de un exceso de iones yoduro. Debido a la
naturaleza hidrofobica del aceite, la titulacion se lleva a cabo en una mezcla de acido

acético/cloroformo.
C. Puntos criticos y precauciones

Es recomendable que los reactivos se mantengan libres de oxigeno, por lo que se sugiere
burbujearlos con un gas inerte (CO, o N,).

D. Equipo y materiales

Agitador magnetico

Balones volumétricos de 500 y 1000 mL

Bureta

Erlenmeyers de 250 mL, de preferencia con tapon esmerilado
Espatulas de pesada

Frasco gotero

Probeta de 1000 mL

Varillas de vidrio

Vasos de precipitar (beaker) de 100 y 400 mL

1)
‘.2
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E. Reactivos
1. Acido acético/cloroformao.

Mezcle 3 volimenes de acido acético glacial ((CH;COOH), pureza=99.7%, PM=60.05,
d=1.05 g/mL, con 2 volimenes de cloroformo USP ((CH,Cl;)). Prepare sélo la cantidad necesaria
para su pronto uso, y coloquelo en frasco de vidrio.

2. Solucion indicadora de almidon-1%.

En un vaso de precipitar de 100 mL agregue 0.5 g de almidon p.a. y 5 mL de agua
destilada caliente. Mezcle y agregue con agitacion constante 45 mL de agua destilada. Hierva
por unos pocos minutos, enfrie y filtre. Guarde en frasco gotero por no mas de una semana.

3. Tiosulfato de sodio-0.1 N.

Disuelva aproximadamente 25 g de tiosulfato de sodio p.a. ((Na,S,0,.5H,0),
pureza=99.5%, PM=248.18), en un litro de agua destilada. Lleve a ebullicién y hierva
suavemente por 5 minutos. Guarde en un frasco oscuro lavado previamente con mezcla crémica
y enjuagado con agua hervida. Almacene en un lugar oscuro y fresco. La solucion es estable por
cerca de 6 meses. Descarte si se enturbia. Esta solucion debe estandarizarse antes de su uso (ver
seccion de Procedimiento mas adelante). Diluciones de esta solucion se preparan con agua
destilada hervida, justo antes de su uso.

4, Yoduro de potasio. ((KI), PM=166.01) libre de yodato.
5. Acido clorhidrico-1 N.

En un balon volumétrico de 1000 mL. conteniendo 300 mL de agua destilada; agregue
lentamente 82.8 mL de acido clorhidrico concentrado ((HCI), 37%, PM=36.46, d=1.2 g/mL).
Enfrie a temperatura ambiente y lleve, a la marca de 1000 mL con agua destilada. Guarde en
frasco de vidrio bien tapado. evitando su contacto con vapores o medios alcalinos.

6. Dicromato de potasio. ((K,Cr,0,), pureza=99.0, PM=294.19).



Metodologias Analiticas para el Control y la Evaluacion de la Fortificacion de A-ucar con 1itamina 4

F. Procedimiento

1.

Estandarizacion de la solucion de tiosulfato de sodio

Cada vez que se corre un lote de muestras, todo el procedimiento siguiente se hace en

triplicado,

2.

Na,S,0.(eq/mL)=

Pese entre 0.2000 a 0.2300 g de dicromato de potasio, secados

previamente por 2 horas a 105°C y guardado en una desecadora; registre el
peso exacto. Transfiera a frasco Erlenmeyer de 250 mL.

Agregue cerca de 80 mL de agua destilada, 2 g de yoduro de potasio vy,
con agitacion constante, 20 mL de HCI-1 N. Deje en reposo por 10
minutos en la oscuridad.

Agitando constantemente con el agitador magnético, titule con tiosulfato
de sodio-0.1 N, hasta que el color amarillo casi haya desaparecido. En ese
punto, agregue 10 gotas de solucion de almidon-1% como indicador.
Continue la titulacion con un goteo lento. El punto final es indicado por la

desaparicion brusca del color azul. Anote el volumen final de la solucién
de tiosulfato que fue requerido para llegar al punto final.

La normalidad de la solucion de tiosulfato se calcula asi:

g K,(r,0, l eq Cr,0), 6 eq S0,
X x '
mL Na, 5,0,  294.19 g Cr,0, 1 eq Cr,0,

Simplificando se tiene:

K,(Cr.,()
Normalidad Na,S,0), (eqg/L)= ey M A X 1000 (mL/L)

mL Na,S,0), 49.032

Titulacion de las muestras

Cada muestra se corre en duplicado
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a. Pese 5.00 + 0.05 g de muestra (grasas o aceites) en un Erlenmeyer de 250
mL con tapon esmerilado.

b. Agregue 30 mL de la solucion de acido acético/cloroformo y mezcle
suavemente para disolver.

C. Agregue 1 g de yoduro de potasio y disuelva. Deje reposar por un minuto.

d. Agregue 30 mL de agua destilada y 10 gotas de solucion de almidén-1%.
Titule lentamente con tiosulfato de sodio-0.1 N con agitacion fuerte para
liberar el yodo (I,) de la fase de cloroformo. El punto final es indicado por
la desaparicion brusca del color azul. Si la titulacién consume menos de
medio mililitro de tiosulfato de sodio-0.1 N, rebaje la normalidad de la
solucion a 0.01 N (dilucién 1:10) con agua destilada hervida y repita la

titulacion.

El yodo (1,) intermediario formado es soluble en la fase organica, por lo
que la desaparicion del color (amarillo primero, y azul cuando ya se ha
agregado el almidon) debe observarse en esa fase.

3. Titulacion del blanco

En cada corrida, obtenga un blanco repitiendo el procedimiento anterior sin agregar
muestra (deberia necesitarse menos de 0.1 mL de la solucion de tiosulfato de sodio). Sustraiga el
volumen de titulante usado para el blanco de los volumenes de titulacion de cada muestra.

G. Calculos

Los miliequivalentes de peroxidos por kilogramo de muestra se calculan asi:

. Fol S,00, en mL ‘
Perox. (meqglkgs) = i x S,00; (eq/l) x 1000 (megleq)
& muestra |

El nivel maximo de peroxidos en el aceite vegetal debe ser 5 meg/kg.
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VIII. METODOS PARA LA DETERMINACION DE RETINOL EN SANGRE

A. Introduccion

La evaluacion del impacto nutricional de un programa de fortificacion de azucar con
vitamina A requiere la medicion de niveles de retinol en sangre, antes y después de la
intervencion.

En este capitulo se presentan dos métodos para la determinacion del retinol sanguineo. El
primero es una adaptacion del método espectrofotométrico clasico de Bessey y colaboradores
(1946) (ver seccion IX). La especificidad de este método se basa en la destruccion selectiva del
retinol libre o esterificado presente en la muestra, por irradiacion con luz ultravioleta. El segundo
método requiere un aparato de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para separar el
retinol libre de otras sustancias, lo cual lo hace mas especifico y sensible (ver seccion X). El
método espectrofotométrico, sin embargo, tiene la ventaja de que su costo es menor, y ademas
permite analizar dos a tres veces mas muestras durante el mismo periodo de tiempo. Su relativa
limitacion de no permitir diferenciar el retinol libre de sus ésteres tiene importancia solo en
poblaciones con ingesta muy alta de retinol en condiciones postprandiales, situacidon que no
ocurre en los paises en los que la deficiencia de vitamina A es un problema de salud publica.

La seleccion entre uno u otro método depende, pues, de los propositos del estudio y de
los recursos disponibles. Mientras que el método de HPLC es indudablemente mas exacto y
preciso, ambos métodos son suficientemente informativos para propoésitos de evaluacion.

La determinacion de retinol en suero (o plasma) o en leche sigue las siguientes etapas de
laboratorio:

l. Tratamicnto con alcalis. Teoricamente, éste resulta en la hidrolisis de los ésteres
de retinol presentes en las muestras. En el método espectrofotométrico dicha
hidrolisis no es completa, pero esta limitacion no afecta la utilidad del método para
el fin que se propone. En el caso del suero o plasma este tratamiento es necesario
para romper el complejo del retinol con su proteina transportadora, precipitando
las proteinas séricas. liberando el retinol y eliminando sustancias interferentes.

19

Extraccion El retinol y sus ésteres no hidrolizados son extraidos con un solvente
organico En la determinacion espectrofotomeétrica se prefiere una mezcla de
xileno-keroseno. mientras que en la determinacion por HPLC se utiliza hexano u
otro solvente de facil evaporacion
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3. Determinacion de la absorbancia. Tanto en el método espectrofotométrico como
en el de HPLC, la absorbancia del retinol a 325 nm se usa para su determinacion
cuantitativa.

4, Destruccion selectiva del retinol. Como ya se menciono anteriormente, para

asegurarse de que la absorbancia sea debida solo al retinol, ésta se determina en los
extractos de las muestras antes y después de destruir selectivamente el retinol por
irradiacion con luz ultravioleta. El método de HPLC no requiere esta etapa, ya
que previo a la medicion de la absorbancia del retinol, éste se separa
cromatograficamente de otras sustancias acompafiantes, inclusive de sus ésteres.

B. Toma y manejo de las muestras

El retinol sanguineo puede medirse en suero o en plasma. Se prefiere suero si las muestras
de sangre se toman en un lugar fijo y se procesan dentro de un periodo no mayor a 6 horas. Si
esas condiciones no se logran, como es comuin en muchas encuestas, se recomienda utilizar
plasma, ya que ha sido demostrado que se reduce el riesgo de hemolisis. Usando plasma puede
demorarse la centrifugacion de las muestras hasta 24 horas siempre que se conserven refrigeradas.

La sangre puede obtenerse por puncidn venosa o, si el laboratorio emplea micro-
adaptaciones de los métodos analiticos, por pinchazo de la yema del dedo. Si se usa puncion
venosa, pueden extraerse 3 a 5 ml de sangre de una de las venas del antebrazo, tomando las
precauciones rutinarias de higiene y seguridad. Agujas # 21 6 # 22 pueden utilizarse en nifios
preescolares, y # 20 en adultos. Cuando se aplica un torniquete en el antebrazo, éste debe
quitarse tan pronto como la sangre empieza a fluir, con el proposito de evitar hemolisis. Se
sugiere tomar directamente la muestra dentro de tubos “vacutainer” forrados con una camisa de
papel de aluminio. Estos tubos deben rotularse tanto sobre sus paredes de vidrio como sobre la
camisa de papel de aluminio. Si se encuentra que la extraccion de sangre venosa con “‘vacutainer”
es dificultosa, se sugiere utilizar una jeringa y luego trasladar por inyeccion a un tubo
“vacutainer”. Para evitar esta doble manipulacion de la muestra, un procedimiento alternativo,
aunque un poco mas costoso, es utilizar los tubos-jeringa de Sarstedt (Tipo Luer-Monovette), en
los que la jeringa se convierte en el tubo de transporte y procesamiento una vez que su émbolo es
eliminado. Tubos “vacutainer” conteniendo geles separadores de suero o plasma ayudaran a
prevenir hemolisis, siempre que la sangre sea centrifugada antes de ser transportada.

La muestra de sangre debe protegerse de exposicion al aire, a la luz solar directa y al
contacto con el hielo. Las muestras deben acondicionarse de una forma tal que se minimice su
movimiento durante el transporte. Si [a muestra entra en contacto con el aire, se recomienda
desplazarlo. sin agitar la muestra, con una corriente de gas inerte por 30-60 segundos y luego

tapar el tubo hermeticamente
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El suero debe separarse del coagulo sanguineo por centrifugacion a 2,500-3,000 rpm
durante 15 minutos. Si el suero no es claro, el sobrenadante se transfiere con una pipeta Pasteur a
otro tubo de centrifuga, y la centrifugacion se repite. El suero debe guardarse congelado a -20°C
o temperaturas inferiores dentro de viales de tamafio adecuado, de tal forma que el espacio libre
entre la superficie de la muestra y la tapadera sea minimo, aunque suficiente para permitir la
expansion de la muestra al congelarse.

El plasma se separa de las células sanguineas mediante un procesamiento similar, con la
variante de que el tiempo de centrifugacion puede reducirse a 10 minutos. Estas muestras deben
manejarse y almacenarse de la niisma forma que las muestras de suero. Una vez que las muestras
hayan sido congeladas se recomienda descongelarlas solo hasta el momento de su analisis. Bajo
estas condiciones, las muestras permanecen sin cambio al menos por un afio.

Si es necesario transportar las muestras de suero (o plasma) de un sitio a otro debe
asegurarse que se mantengan congeladas todo el tiempo. Deben utilizarse cantidades suficientes
de hielo seco o nitrogeno liquido para evitar que se descongelen.

Cuando las muestras se tomen por medio de pinchazo de la yema del dedo, se recomienda
utilizar lancetas automaticas, que provocan una herida de profundidad fija, y menos dolorosa al
paciente. Es importante recalcar que la sangre no debe obtenerse presionando (“ordefiando™) el
dedo. La cantidad de sangre que fluye por la herida puede aumentarse, si antes de realizar la
puncion se solicita a la persona agitar vigorosamente la mano hacia arriba y hacia abajo. La
muestra puede colectarse en un “microvacutainer”,' el cual puede ser centrifugado. Después de
la centrifugacion, el suero o plasma debe ser transferido a un vial y almacenado como se explico

anteriormente.

Con el proposito de verificar que las muestras no se han deteriorado durante el
almacenamiento, alicuotas de controles de suero o plasma con niveles conocidos de retinol deben
ser almacenados bajo las mismas condiciones y analizados simultaneamente con las muestras.

El laboratorio debe preparar instructivos especificos sobre los procedimientos para la
toma, preparacion y transporte de los especimenes biologicos colectados en el campo. Los
técnicos responsables deben ser rigurosamente adiestrados, creando en ellos conciencia de la
importancia de que las muestras lleguen al laboratorio en perfectas condiciones para no afectar la
validez de los resultados analiticos Personal profesional del laboratorio debe periodicamente
hacer visitas de inspeccion al trabajo de laboratorio de campo para cerciorarse de que todo
marcha bien y discutir posibles problemas que se presenten.

[3 “Microvacutainet” con labie tacilnara direar ¢f flupo de sangre hacia su intenor

29
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IX. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE RETINOL SANGUINEO
POR DESTRUCCION ULTRAVIOLETA DEL RETINOL

A. Referencias

Bessey O.A., Lowry O.H., Brock M.J. y Lopez J.A. 1946 The determination of vitamin A and
carotene in small quantities of blood serum. J. Biol. Chem. 166:177-188.

Araujo C.R.C. y Flores H. 1978 Improved spectrophotometric vitamin A assay. ("lin. ("hem.
24:386.

B. Principio

El procedimiento descrito es una adaptacion del método de Bessey et al. (1946). Este
consiste en la precipitacion de proteinas, con una solucion de potasa alcoholica, y la subsecuente
extraccion del retinol y sus ésteres en una mezcla de keroseno-xileno. La saponificacion, aunque
incompleta, facilita la extraccion de retinol, y elimina sustancias interferentes. El retinol en el
extracto es destruido selectivamente por exposicion a luz ultravioleta. La diferencia entre la

absorbancia a 328 nm'* antes y después de la irradiacion es atribuible y proporcional al retinol
total.

C. Puntos criticos y precauciones

Se necesita un espectrofotometro con capacidad de lectura cercana a 325 nm. Por la
importancia del espectrofotdmetro en cuanto a la exactitud y confiabilidad de los analisis, éste
debe calibrarse frecuentemente; para ello, deben seguirse las instrucciones que generalmente se
incluyen en los manuales del fabricante que vienen con el equipo, especialmente para verificar que

el monocromador esta bien ajustado. La calibracion debe hacerse periodicamente y no solo
cuando se instala una lampara nueva.'®

También se requiere una camara de irradiacion con luz ultravioleta. en la cual se destruye
el retinol Esta camara puede consistir simplemente en una fuente de luz ultravioleta y una cortina
que proteja a los técnicos analistas de la exposicion a dicha irradiacion. Lo importante es
establecer con exactitud la distancia apropiada entre la fuente de luz UV y las soluciones, asi
como el tiempo optimo de irradiacion. Se recomienda confirmar la eficiencia de la camara de
irradiacion periodicamente (cada tres meses, p.e.) y siempre que se instala una nueva lampara. El
anexo 3 | presenta un ejemplo de camara de irradiacion y de un procedimiento de calibracion.

14

Longitud Jde onda de manima absorbancia del retinal en una mevscla de heroseno-aleno
13

La secaion XIV C 1 desenibe un procedinnento para calibrar espectrofulometros sumples los gue comunmente son
utilizados en quinica climica
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Una vez que el retinol se ha extraido en la fase organica el analisis no debe interrumpirse.

De acuerdo a la experiencia con este método en los laboratorios del INCAP, los
resultados de dos submuestras de la misma muestra analizadas independientemente no deben
apartarse de su promedio en mas de 10% si su concentracién es igual o superior a 30 ug/dL, o en

mas de 15% si su concentracion es entre 15 y 30 ug/dL. En caso contrario, el analisis de la
muestra se repite completamente. Muestras para las que se calcule una concentracion de retinol
menor de 15 pg/dL deben informarse como conteniendo <15 pg/dL. La recuperacion del método

es de 93% o mas.
D. Equipo y materiales

Agitador tipo Vortex

Bario de Agua (56°C)

Bulbos para aspiracion con pipetas Pasteur y pipetas serologicas
Camara de irradiacion con luz ultravioleta (ejemplo en anexo 3.1)
Celdas de cuarzo con paredes negras de 1 mL o menor capacidad

Centrifuga refrigerada
Cronometro

Espectrofotometro UV/Vis

Frascos de vidrio oscuro

Pipetas graduadas serologicas
Pipetas automaticas tipo Eppendorf
Pipetas Pasteur

Probetas de vidrio

Tubos de vidrio de 10 x 75 mm transparentes a luz U.V.
Tubos de vidrio de 12 x 75 mm
Varillas de vidrio

E. Reactivos
1. Potasa alcoholica.

Combine 10 volumenes de etanol absoluto p.a..((C,H;OH). pureza=99.8%,PM=46.07,
d=0.79 g/mL. con | volumen de hidréxido de potasio-11.0 N (KOH. PM=56.11). Mezcle 50

veces con una varilla de vidrio ntrifugue a 3,000 rpm por 15 minutos. Después de la
centrifugacion puede observase un pequeio precipitado blanquecino o una fase separada en el
fondo del tubo. esto es causado por la presencia de carbonato de potasio que existe en algunas
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preparaciones de KOH. La solucion sobrenadante clara debe emplearse dentro de 60 minutos
después de preparada.

2. Keroseno/Xileno 1:1 v:v

Mezcle inmediatamente antes de su uso las cantidades necesarias de keroseno (fraccion
206-216°C" destilada en vidrio) y xileno (fraccion 138-143°C'¢ destilada en vidrio). Agite hasta

que la solucion se torne clara. Tanto los solventes individuales como su mezcla deben
almacenarse en frascos de vidrio oscuro.

F. Procedimiento

Si las muestras han estado en congelacion, descongélelas a temperatura ambiente
(20-25°C) y mézclelas perfectamente en un agitador tipo Vortex. Centrifugue a
2,500 rpm por 10 minutos, preferiblemente en una centrifuga refrigerada, para
eliminar cualquier interferencia debida a la formacion de fibrina.

2. A tubos de vidrio de 12 x 75 mm transfiera respectivamente en duplicado 0.5 mL
de cada suero (o plasma).

3. Prepare en duplicado un blanco de reactivos con 0.5 mL de agua destilada.
Ademas, prepare dos tubos con 0.5 mL de sueros control con niveles de retinol
conocidos.

4. Agregue 0.5 mL de potasa alcoholica a todos los tubos. Mezcle en un agitador
tipo Vortex por 10-20 segundos.

5. Tape los tubos con tapones de hule e incube en bafio de agua a 56°C por 20
minutos.

6.

Enfrie a temperatura ambiente. Agregue 1.0 mL de la mezcla keroseno/xileno 1:1.
Mezcle en agitador tipo Vortex por 30 segundo medidos con cronometro. La

16 Estas temperaturas deben corregise de acuerdo a la presion ambiental a diferentes alitudes sobre el nivel del man.
asl
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10.

11.

agitacion debe ser suficientemente vigorosa para asegurar una completa
extraccion.'’

Centrifugue a 3,000 rpm por 10 minutos en centrifuga, preferiblemente refrigerada.

Separe con pipeta Pasteur la fase organica y transfiérala a una celda
espectrofotométrica. Tenga cuidado de no acarrear fase acuosa. Lea la
absorbancia de la fase organica a 328 nm contra la mezcla de keroseno/xileno.

Con una pipeta Pasteur, transfiera la fase organica de la celda espectrofotométrica
a un tubo de 10 x 75 mm que sea transparente a la luz ultravioleta. Irradie con luz
ultravioleta por 35 minutos, o lo que se haya determinado que es necesario para
destruir preferencialmente al retinol (ver anexo Seccion XIV.C.2).

Entre muestra y muestra, aspire completamente el residuo dejado dentro de la
celda espectrofotométrica, utilizando una pipeta Pasteur conectada a un sistema de
vacio. Lave las celdas con la mezcla xileno-keroseno cada 15 lecturas.

Lea la absorbancia a 328 nm de cada uno de los extractos irradiados contra la
mezcla de keroseno/xileno.

Calculos

Corrija la absorbancia de cada muestra antes de irradiar restando la absorbancia del
blanco no irradiado. Haga lo mismo con las fracciones irradiadas, utilizando el
blanco irradiado. Notese que en ocasiones la absorbancia del blanco de reactivos
es negativa, por lo que debe sumarse esta lectura en vez de restarse.

2. Determine la absorbancia especifica debida al retinol restando las lecturas
corregidas de los tubos irradiados de las de sus correspondientes no
irradiados, y corrija por el “factor” de eficiencia de la camara de irradiacion
(ver Seccion XIV C.2).

La relacion de los volumenes de suero:polasa aleoholica nileno/keroseno en el procedimiento como esta descrito
es | 1.2 Nise desea incrementar la sensibilidad del método se puede (a7 aumentar el volumen de suero (o
plasma) v proporcionalmente el de patasa aleoholica (mantenienduo la relacion | 1) sin vanar ¢l volumen de
hetoseno/aalena, en cuve caso ¢l tamaio de los tubos de ensavo debe adaptarse para que éstos acepten mavores
volumenes, o by dismunun el volumen de hetosenonaleno mantemendo inalterados Jos volumenes de sueron
pestasa aleohohica B estos casos debe consderarse la necesidad de adaptaciones para asegurar que en la camara
Jde wradiacion la exposicion due Jos extracios a la luz ultravioleta es entensa y completa Tomese en cuenta gue
cualguict vanacion en la relacion de volumenes de suero a salenofheroseno conlleva un diterente tacton de dilucnm
en la ceuacion para ks caleulos
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3. Calcule la concentracion de retinol con la ecuacion siguiente:

. L Absg,.... x Vs x 10°
[Retinol] (ngldl) =——~—

en donde:

ADbS,.;inq ©s la absorbancia de cada muestra determinada como se explica en
la etapa G.2, arriba.

Los parametros de la ecuacion son los siguientes:

Parametro Explicacion Valor

€ Coeficiente de absortividad (g” cm™ dL) del retinol en la 1570
mezcla de keroseno/xileno a 328 nm

Vs Volumen de la fase organica (mL) 1.0

Vm Volumen de la muestra (mL) 0.5

Utilizando estos parametros, la ecuacion anterior se simplifica a:

[ Retinol ] (pgldL) = Abs_,,.., x 1273.9

H. Verificacion de la reproducibilidad del método

Con el proposito de verificar la reproducibilidad del método a través de corridas
independientes, se recomienda preparar un pool de suero y determinar su concentracion exacta de
retinol. Prepare una serie de viales con 1.5 mL de este suero control, tratando de que se deje el
minimo espacio libre entre la superficie de la muestra y la tapadera del tubo. Desplace el aire de
los tubos con un gas inerte (p.e. nitrogeno) y tape herméticamente. Mantenga estos tubos
congelados a -20°C o temperaturas mas bajas Incluya en cada corrida rutinaria el analisis de este

control. Con los valores encontrados después de 10 o mas corridas del control. calcule el
coeficiente de variacion interensayo del metodo.
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1. Verificacion de la recuperacion del método

Se aconseja verificar periédicamente la recuperacion de la extraccion. Para ello, se
sugiere el siguiente procedimiento:

L)

4,

Irradie una muestra control de plasma o suero con luz ultravioleta por 1 hora.
Luego, separe dos porciones. A una de las porciones (el “control”) agréguele 10
microlitros de una solucion de retinol-50 pg/mL en etanol absoluto'® por cada

mililitro de muestra. A la segunda porcion (el “blanco™) agréguele 10 microlitros
de etanol por cada mililitro de muestra. Trate ambas porciones como muestras
independientes siguiendo el procedimiento de analisis a partir de la etapa F.2.

Calcule la absorbancia debida al retinol agregado asi:

Abs.retinol = ( Abscom - Absbk B Abscomrr * Absbk:rr )

en donde Abs,_,, ¥ Abs_,.;, SOn la absorbancia del “control” antes y después de
irradiacion, respectivamente; y Abs,, y Abs,,;. son las absorbancias del “blanco”

antes y después de irradiacion, respectivamente.

El resultado de este calculo es la absorbancia debida al retinol agregado ().

Por aparte, en un balon de 10 mL, ponga 50 uL de la misma solucion de retinol
(50 ug/mL) y lleve a volumen con Ja mezcla de keroseno/xileno. Lea la
absorbancia de esta solucion a 328 nm en contra de la mezcla de keroseno/xileno,

y multipliquela por 0.99, que es la relacion entre esta dilucion y la dilucion que
ocurre durante el ensayo de recuperacion (200/202). Este producto () es la
absorbancia tedrica que debia haberse encontrado si la recuperacion fuera 100%

eficiente.

Calcule la recuperacion (R) asi:

R=-';-'xloo

In  Una dilucson | 10 de la solucion de retinal- 30 ge/ml. debena tener una absorbaneia cercana a 09 cuando es Jeida

a 325 mun en contra Jde ctanal
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J. Variantes

Si se contara con un espectrofotometro que pueda leer con exactitud celdas de menor
capacidad, los volimenes de muestra y reactivos pueden reducirse proporcionalmente, haciendo
las adaptaciones necesarias en el tamafio de los tubos de ensayo y tubos de irradiar, asi como en la
camara de irradiacion.

Tanto con el método descrito anteriormente como con micrométodos, se recomienda que
antes del uso de un espectrofotometro se verifique su capacidad para leer celdas pequeinias. Para
ello, prepare diluciones 1:100, 2:100, 3:100, 4:100 y 5:100 de una solucién de retinol-50 pg/mL
en etanol. Lea la absorbancia de estas soluciones a 325 nm utilizando celdas de cuarzo normales
(3 mL), y compare la absorbancia con celdas de cuarzo semi-micro (1 mL) o micro (menos de 1
mL). La lectura con las ltimas celdas deberia coincidir con aquélla de las celdas normales. Se
espera que las diluciones de retinol sefialadas arriba tengan absorbancias en el intervalo de 0.100 a
0.500.
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X. DETERMINACION DEL RETINOL SANGUINEO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

A. Referencias

Bankson D.D., Rusell R M. y Sadowski J.A. 1986 Determination of retinyl esters and retinol in
serum or plasma by normal-phase liquid chromatography: method and applications. Clin.
(Chem. 32:35-40.

Bieri J.G., Tolliver T.J. y Catignani G.L. 1979 Simultaneous determination of a-tocopherol and
retinol in plasma or red cells by high pressure liquid chromatography. Am. J. Clin. Nutr.

32:2143.

DeRuyter M.G.M. y DeLeenheer A.P. 1976 Determination of serum retinol (vitamin A) by high-
speed liquid chromatography. Clin. Chem. 22:1593-1595.

Packer L. 1990 Methods in Enzymology. Retinoids. Part A. Molecular and metabolic Aspects.
Vol. 189: 75-76, 155-167, 170-175. New York: Academic Press.

B. Principio

Este es un método muy selectivo y preciso, que no requiere de blancos ni de la irradiacion
de los extractos que contienen el retinol. La muestra no necesita saponificacion, ya que el método
se destina a medir solo el retinol libre. Si se deseara determinar los ésteres de retinol, el método

puede adaptarse con tal proposito.

El suero o plasma es diluido 1/2 con una solucion de acetato de retinol en etanol. El
acetato de retinol sirve de control interno y el etanol precipita las proteinas y libera al retinol, que
luego se extrae con hexano. El extracto se evapora bajo un atmosfera de nitrogeno y el residuo se
resuspende en metanol. El retinol se separa por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion, utilizandose una fase estacionaria apolar (C,;) y metanol al 95% como fase movil. El
retinol se detecta con un detector ultravioleta a 325 nm, y su concentracion se determina con base
en la relacion del area del pico del retinol con la del acetato de retinol.

C. Puntos criticos y precauciones

Se necesita un espectrofotometro con capacidad de lectura cercana a 325 nm Por la
importancia del espectrofotometro en cuanto a la exactitud y confiabilidad de los analisis. éste
debe calibrarse frecuentemente, para ello. deben seguirse las instrucciones que generalmente se
incluven en los manuales de! fabricante que vienen con el equipo. especialmente para verificar que
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el monocromador esta bien ajustado. La calibracion debe hacerse periddicamente y no sélo
cuando se instala una lampara nueva.”

Una vez que el retinol se ha extraido en la fase organica, el analisis no debe interrumpirse.

Debido a que tanto el patron de retinol como el control interno de acetato de retinol no
son completamente puros, debe estimarse su pureza mediante el porcentaje del area del pico
correspondiente a cada uno de estos analitos con relacion al area total de los picos del

cromatograma.

Si se carece de agua grado HPLC obtenible comercialmente, ésta puede prepararse en el
laboratorio con agua bidestilada, sometiéndola a desmineralizacion, filtrado y ebullicion.

De acuerdo a la experiencia con este método en los laboratorios del INCAP, los
resultados de dos submuestras de la misma muestra analizadas independientemente no deben
apartarse de su promedio en mas de 10%; en caso contrario el analisis de la muestra se repite

completamente. La recuperacion del método es mayor de 95%.

D. Equipo y materiales

Agitador tipo Vortex

Balones volumeétricos de 10y 100 mL

Bulbos para aspiracion con pipetas Pasteur y pipetas serologicas
Celdas de cuarzo para espectrofotometro

Centrifuga refrigerada
Columna Micropak SP-18-5 de 150 x 4 (D.1.) mm

Cromatografo liquido con detector UV
Cronometro

Espectrofotometro UV/Vis

Frascos de vidrio oscuro

Membranas Millpore para filtros de 45 pm
Pipetas automaticas tipo Eppendorf
Pipetas graduadas serologicas

Pipetas Pasteur
Tubos conicos para centrifuga (9 x 76 mm)

Tubos microcentrifuga ambar (500 pL)

17 Lasecaon XIV C 1 desenbe un procedmnento para calibrar espectiolotomettos siiples los que comuamente son

utilizados en quimicas clhica
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Vasos de precipitar (beaker) de 10 mL

Reactivos

1. Etanol Absoluto p.a.((C;H;OH), pureza=99.8%, PM=46.07, d=0.79 g/mL).
2. Hexano grado HPLC ((C.H,,), pureza=95%, PM=86.18, d=0.66 g/mL).

3. Metanol grado HPLC (CH;0H) pureza 100%, PM=32.04, d=0.79 g/mL).

4, Gas Nitrogeno (pureza=99.5%).
5. Control interno de acetato de retinol
a. Solucién “concentrada” (=500 pg/mL)

En un vaso de precipitar de 10 mL pese 0.056 g de acetato de retinol de la
mas alta pureza (PM=328.5, pureza=90%) y disuelva con etanol absoluto.
Transfiera a un balon volumétrico de 100 mL. Lave el vaso de precipitar
con varias porciones de etanol absoluto, y transfiera los lavados al balon.
Agregue aproximadamente 0.002 g de BHT (3,5-bis-(t-butil)-4-hidroxi-
tolueno)._Afore a 100 mL con etanol absoluto. Guarde la solucion en
congelacion (-20°C) en un frasco de vidrio oscuro con tapon de rosca. La

concentracion de esta solucion se estima por calculo a partir de la
concentracion de la solucion “hija”.

b. Solucion “madre” (=50 pg/mL)

En un balon volumétrico de 10 mL diluya 1 mL de la solucion
“concentrada” a 10 mL con etanol absoluto. Guardela como se indica para
la solucion “concentrada™ y estime la concentracion de retinol a partir de la

concentracion de la solucion “hija”.
C. Solucion “hija” (=0.5 pg/mlL)

En un balon volumétrico de 50 mL, diluya 0.5 mL de la solucion “madre™ a
50 mL con etanol absoluto Guardela refrigerada Descartela al terminar
de utilizarla
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Determine la concentracion de acetato de retinol en la solucion “hija” en un
espectrofotometro como sigue:

1. Ajuste el cero del instrumento con etanol absoluto. Lea en

triplicado la absorbancia de la solucién “hija” de acetato de retinol a
325 nm.

ii Divida el valor promedio de la absorbancia entre 0.156% y
multiplique por el grado de pureza del reactivo (area del acetato de
retinol/area total de todos los picos del cromatograma). El

resultado obtenido es la concentracion en pg/mL de la solucion
l‘hija,1.

El nivel de retinol de las soluciones “madre” y “concentrada™ en
ng/mL se obtiene multiplicando ese valor por 100 y 1000,
respectivamente.

6. Soluciones patron de retinol

a. Solucién “concentrada” (=500 pg/mL)

En un vaso de precipitar de 10 mL pese 0.071 g de retinol de la mas alta
pureza (PM=286.5, pureza=70%) y disuelva con etanol absoluto.
Transfiera a un balon volumétrico de 100 mL. Lave el vaso de precipitar
con varias porciones de etanol absoluto, y transfiera los lavados al balon.
Agregue aproximadamente 0.002 g de BHT. Afore a 100 mL con etanol
absoluto. Guarde la solucion en congelacion (-20°C) en un frasco de vidrio
oscuro con tapon de rosca. La concentracion de esta solucion se estima por
calculo a partir de la concentracion de la solucion “hija”.

b. Solucién “madre” (=50 pg/mL)

En un balon volumétrico de 10 mL diluya ! mL de la solucion
“concentrada” a 10 mL con etanol absoluto. Guardela como se indica para
la solucion “concentrada”™ y estime la concentracion de retinol a partir de la
concentracion de la solucion “*hija” de mayor concentracion.

C Soluciones “hijas™ (= 1-10 pg/mL)

20 Lste valor es el axticienie de absortnadad (ug * om - mil del acetato de retinol en etanol a 325 nm
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En bal6n volumétrico de 25 mL, diluya 5 mL de la solucion
“madre” a 25 mL con etanol absoluto; ésta es la solucion “hija” de

10 pg/mL. Diluya con etanol absoluto esta solucion “hija” para
obtener por lo menos 10 mL de 5 soluciones de retinol de diferente

concentracion dentro del rango de 1 a 10 pg/mL. Guarde las
soluciones “hijas” refrigeradas. Descartelas al terminar de
utilizarlas.

Determine en un espectrofotometro, la concentracién de retinol de
la solucion hija de mayor concentracidn como sigue:

i. Ajuste el cero del instrumento con etanol absoluto. Lea en
triplicado la absorbancia de la solucién “hija” de retinol-10

pug/mL a 325 nm.

1 Divida el valor promedio de la absorbancia entre 0.1845% y
multipligue por el grado de pureza del reactivo (area del
retinol/area total de todos los picos del cromatograma). El
resultado obtenido es la concentracion en ug/mL de esta
solucion “hija”. Calcule la concentracion de las otras
soluciones “hijas”, dividiendo el valor obtenido entre los
respectivos factores de dilucion.

El nivel de retinol de las soluciones “madre™ y “concentrada™ en
ug/mL se obtiene multiplicando el nivel de retinol la solucion “hija”

de mayor concentracion por 5 y 50, respectivamente.

F. Procedimiento
1. Obtencion de la curva de calibracion
a. En balones volumétricos de 10 mL, ponga 0.1 mL de la solucion “madre”

de acetato de retinol (= 50 ug/mL). y 1.0 mL de cada solucion “hija” de
retinol. Lleve a volumen con metanol grado HPLC.

b. Filtre cada solucion a través de una membrana Millipore de 45 um.
Analice cada una de las soluciones preparadas en la etapa anterior en el
equipo de HPLC
ol b e vabon es e ercliciente Je ahsortinaadad cog ome mil v ded retinol en etanal o 323
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C.

Trace una grafica de las concentraciones de retinol de las soluciones “hijas”
en ug/mL (x) versus el producto de la concentracion del control interno de
acetato de retinol por la razon de las areas de los picos de elucion del
retinol sobre el del acetato de retinol (3;). Calcule la ecuacion de la linea de
regresidn con los valores obtenidos; ésta le servira para calcular los niveles
de retinol de las muestras. Esta curva es del tipo:

y=m.x +b

en donde;

y=  [Acetato de retinol (ug/mL)] x (Area pico de retinol/Area
pico de acetato de retinol)

x=  Concentracion de retinol (pg/mL)
m=  Pendiente (y x)
h=  Intercepto en la ordenada

Se recomienda calcular esta linea de regresién cada quince dias para

confirmar que las condiciones analiticas permanecen invariables. Sin
embargo, en cada corrida debe analizarse por lo menos un control de
retinol para confirmar la validez de la curva de calibracion.

2. Extraccion

Una sola extraccion es suficiente para plasma y suero ya que se procesa un mayor numero
de muestras v se introducen menos errores.

Si las muestras han estado en congelacion, descongélelas a temperatura
ambiente (20-25°C) y mézclelas perfectamente en un agitador tipo Vortex.
Si se usa plasma, centrifugue a 2,500 rpm por 10 minutos para eliminar
cualquier interferencia debida a la formacion de fibrina

A tubos conicos para centrifuga de 9 x 76 mm, transfiera en duplicado 0.25
mL de suero (o plasma)

Agregue 0.25 mL de la solucion “hija” del control interno (acetato de
retinol) Mezcle en un agitador tipo Vortex por | minuto
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d. Agregue 0.5 mL de hexano, y mezcle vigorosamente en agitador tipo
Vortex por 1 minuto.

e. Centrifugue a 2,000 rpm 2 minutos, preferiblemente en una centrifuga
refrigerada.

f. Transfiera con pipeta Pasteur la fase organica a un tubo microcentrifuga
ambar.

g Evapore utilizando una corriente de nitrogeno, dentro de una campana para
solventes organicos.

h. Resuspenda el extracto con 0.25 mL de metanol grado HPLC. Mezcle en
agitador tipo Vortex por 1 minuto.

1. Centrifugue a 2,000 rpm 5 minutos.

Cromatografia:

a. Con una jeringa, tome la cantidad apropiada de muestra de acuerdo a la
capacidad del equipo e inyéctela al sistema de HPLC bajo las condiciones
analiticas especificadas. Un ejemplo es el siguiente:

Fase movil 95% metanol/5% agua
Flujo 1.6 mL/min
Detector UV a 325 nm con sensibilidad de 0.002 UA/mV
Atenuacion integrador 4
Velocidad del papel 1 cm/min
Volumen de inyeccion 100 uL
Tiempo de elucion Retinol: 2.5 min
Acetato de retinol: 4.5 min
b. Al finalizar el trabajo del dia, Jave el sistema por lo menos por 30 minutos a

un flujo de 0.5 mL/min con una mezcla de 95% metanol/5% agua, y
después con metanol al 100% por 15 minutos
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G. Calculos

1. Calcule la razon del area del pico de retinol sobre el de acetato de retinol de cada
muestra, y luego multipliquela por la concentracion de la solucidn “hija” de acetato
de retinol.

2. La concentracion de retinol en las muestras se calcula utilizando directamente la
curva de calibracion.

3. Para informar los niveles de retinol en las muestras en pg/dL, multiplique los
valores estimados en el paso anterior x 100.

H. Verificacion de la recuperacion del método

Aunque no es imprescindible para los calculos, se aconseja verificar trimestralmente la
recuperacion del método. Para ello, se sugiere el siguiente procedimiento:

N

LI

Irradie una muestra de plasma o suero con luz ultravioleta por lo menos | hora.
Luego, separe dos porciones. A una de las porciones agregue 10 microlitros de la
solucion “madre” de retinol de S0 pg/mL por cada mililitro de muestra
(“control™).* A la segunda porcion (“blanco™) agregue 10 microlitros de etanol
por cada mililitro de muestra. Trate ambas porciones como muestras
independientes siguiendo todo el proceso cromatografico.

Usando la curva de calibracion, calcule el nivel de retinol para las dos porciones.
Sustraiga el nivel de retinol calculado para el “blanco™ del nivel calculado para el
“control”. El resultado de este calculo es la cantidad de retinol recuperada ().

Por aparte, en un balon de 10 mL, ponga 0.1 mL de la solucion “madre”™ de retinol
de 50 ug/mL, 0.1 mL de la solucion “madre” del control interno (acetato de

retinol) y Jleve a volumen con metanol grado HPLC. Analice esta solucion en el
sistema de HPLC.

Estime el nivel de retinol usando la curva de calibracion, y dividalo entre 1.01
(ajuste por la dilucion hecha de la solucion “madre™ de retinol en la muestra
“control™). Este valor (7) es el nivel teorico de retinol que debia haberse
encontrado si la recuperacion fuera 100% eficiente.

-

o2 ligadiducion | 10 de la solucion “madre” de retinol debena tener una asborbancia cercana a 09 cuando es leda a

125 nm en contra de clamal

46



Aetodologias Analiticas para el Uontrol y la Evaluacion de la Fortficacion de Aziicar con Vitamina A

5. Calcule la recuperacion (R) asi:

R=%x100
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XI. METODOS PARA LA DETERMINACION DE RETINOL EN LECHE HUMANA

A. Introduccion

La evaluacion del impacto nutricional de un programa de fortificacion de aziicar con
vitamina A puede hacerse midiendo los niveles de retinol en leche humana, antes y después de la
intervencion.

Dos métodos para la determinacion del retinol en leche humana se presentan aqui. El
primero es una adaptacion del método espectrofotométrico clasico de Bessey y colaboradores
(1946) (ver seccion XII). La especificidad de este método se basa en la destruccion selectiva del
retinol libre o esterificado presente en la muestra, por irradiacion con luz ultravioleta. El segundo
método requiere un aparato de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para separar el
retinol libre de otras sustancias, lo cual lo hace mas especifico (ver seccion XIII). El método
espectrofotométrico, sin embargo, tiene la ventaja de que su costo es menor, y ademas permite
analizar dos a tres veces mas muestras durante el mismo periodo de tiempo.

La seleccion entre uno u otro método depende pues de los propésitos del estudio y de los
recursos disponibles. Mientras que el método de HPLC es indudablemente mas exacto y preciso,
ambos métodos son suficientemente informativos para propdsitos de evaluacion.

La determinacién de retinol leche humana sigue las siguientes etapas de laboratorio:

1. Saponificacion. Las muestras son tratadas con potasa alcohdlica para hidrolizar los
eésteres de retinol. La mayor parte de la vitamina A esta en forma de ésteres en la
leche, por lo que es necesario hidrolizarlos para obtener retinol libre. En el
método espectrofotométrico, la saponificacion también mejora la exactitud de la
determinacion al evitar errores debidos a diferencias en proporciones de extraccion
de las diferentes formas en las que aparece el retinol.

I

Extraccion. El retinol y sus ésteres no hidrolizados son extraidos con un solvente
organico. En la determinacion espectrofotométrica se prefiere una mezcla de
xileno-keroseno. mientras que en la determinacion por HPLC se utiliza hexano u
otro solvente de facil evaporacion.

3. Determinacion de la absorbancia. Tanto en el método espectrofotométrico como
en el de HPLC, la absorbancia del retinol a 325 nm se usa para su determinacion
cuantitativa

4 Destruccion selectiva del rennol Para asegurarse de que la absorbancia sea debida
solo al retinol. esta se determina en los extractos de las muestras antes v despues
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de destruir selectivamente el retinol por irradiaciéon con luz ultravioleta. El método
de HPLC no requiere esta etapa, ya que previo a la medicion de la absorbancia del

retinol, éste se separa cromatograficamente de otras sustancias acompafiantes,
inclusive de sus ésteres.

B. Toma y manejo de las muestras de leche

Las muestras de leche deberian idealmente ser representativa del contenido total extraido
de un pecho, que no haya sido utilizado durante por lo menos 2 horas, porque la concentracion de
algunos componentes de la leche, especialmente grasas y sustancias solubles en grasa como la
vitamina A aumentan durante el periodo de amamantamiento. Sin embargo, en encuestas
epidemiologicas esto es generalmente impractico, por lo que se recomienda tomar 10 mL del
pecho lleno que no ha sido utilizado durante por lo menos una hora. Es esencial que el
procedimiento seguido sea claramente documentado y consistentemente seguido.

La leche puede obtenerse en forma manual o utilizando una bomba, virtiéndola dentro de
frasco de 20 a 30 mL con boca ancha y tapadera de rosca. Este frasco puede ser de vidrio o de
polipropileno (e.g. Nalgene). Las muestras deben protegerse de exposicion al aire, la luz solar, la
luz brillante y temperaturas elevadas. Se recomienda que alicuotas de cada muestra sean puestas
en viales separados tan pronto como sea posible después de la recoleccion. Se aconseja que si las
muestras van a permanecer congeladas por periodos largos de tiempo, la atmosfera arriba de la
superficie de la muestra sea llenada con nitrogeno, reemplazando la atmosfera original con una
corriente de este gas durante 30 segundos, después de las cuales el frasco se cierra lo mejor
posible. Las muestras deben ser congeladas tan pronto como sea posible, y no descongelarse
hasta el momento de su analisis. Antes de su analisis, las muestras de leche deben ser
completamente homogenizadas, preferiblemente por sonificacion.

S0
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XIl. APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO POR
DESTRUCCION ULTRAVIOLETA PARA LA DETERMINACION DE RETINOL
TOTAL EN LECHE HUMANA

A pesar de que el método descrito en la seccion IX fue oniginalmente propuesto para la
determinacion espectrofotométrica de retinol en suero o plasma, éste puede ser aplicado
facilmente a leche humana. El principio del método, asi como el equipo, materiales y reactivos
necesarios son los mismos.

Alicuotas de las muestras de leche cuidadosamente homogenizadas son tratadas y
analizadas exactamente como las de suero o plasma. El tamaiio de las alicuotas es igual, ya que
los rangos de concentracion de retinol en estos fluidos es muy similar, El calculo de los
resultados se basa en las mismas ecuaciones.

Debe notarse que este método mide vitamina A preformada total y no diferencia entre
retinol libre y sus ésteres. Debido a que la leche contiene varios ésteres de retinol, la exactitud de
los resultados en términos estrictos de retinol libre es un poco inferior a las de suero sanguineo, ya
que la saponificacion no es completa y los residuos de €steres no hidrolizados pueden
comportarse en forma ligeramente diferente durante el paso de extraccion del analisis. Esta
relativa limitacion, sin embargo, se ve ampliamente compensada por la gran practicabilidad y bajo
costo de este método, caracteristicas que lo hacen el mas recomendable en encuestas
epidemiologico-nutricionales para la evaluacion del impacto de intervenciones con vitamina A.

En efecto, para este proposito lo que interesa fundamentalmente es el contenido de retinol total en
la leche materna (libre mas sus ésteres) o sea su actividad de vitamina A preformada, pues existe
abundante evidencia de que este parametro refleja el estado nutricional de vitamina A de las
mujeres lactantes.
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XIIl. DETERMINACION DE RETINOL EN LECHE HUMANA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)?

A. Referencia?*
B. Principio

El retinol en leche humana se encuentra en su mayor parte esterificado con acidos grasos.
El enlace éster debe ser saponificado para obtener retinol libre. El derivado de retinol conocido
como acetato de 3,4-didehidroretinol, puede ser utilizado como un estandar interno, agregandose
a las muestras de leche previo a la saponificacion. Después de la saponificacién, tanto el retinol
como el didehidroretinol son extraidos y analizados por HPLC utilizando una columna de fase
reversa del tipo C,;, y una fase moévil de metanol/agua.

C. Puntos criticos y precauciones

Se necesita un espectrofotometro con capacidad de lectura cercana a 325 nm. Por la
importancia del espectrofotémetro en cuanto a la exactitud y confiabilidad de los analisis, éste
debe calibrarse frecuentemente; para ello, deben seguirse las instrucciones que generalmente se
incluyen en los manuales del fabricante que vienen con el equipo, especialmente para verificar que
el monocromador esta bien ajustado. La calibracion debe hacerse periédicamente y no solo
cuando se instala una limpara nueva.?

Una vez que el retinol se ha extraido en la fase organica, el analisis no debe interrumpirse.

En los casos que no se pueda obtener agua grado HPLC, ésta puede prepararse en el
laboratorio con agua bidestilada, sometiéndola a desmineralizacién, filtrado y ebullicién.

De acuerdo a la experiencia con este método en el departamento de Bioquimica y
Biofisica de al Universidad de lowa, los resultados de dos submuestras de la misma muestra
analizadas independientemente no deben apartarse de su promedio en mas de 10%; en caso
contrario el analisis de la muestra se repite completamente.

12
-d

Esta seccion fue escnita por Shermy Tanunuihardjo. del departamento de Bioquinuca v Biofisica de la Universidad
del Extado de Towa

Lste metodo se basa en el pricediniento desarrollado por 8 Tanumihardio sy J A Olson del Departamento de
iogquiniea v Biofisica de la Uninversidad del Estado de lowa

25 La~secaon XIV C | deseribe un procedimiento para calibrar espectrofotometros simples. los que comunmente son
utilizados en quimica chnica

'J
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D.

Equipo y materiales

Agitador tipo Vortex

Balones volumétricos de 25 mL

Bulbos para aspiracion con pipetas Pasteur y pipetas serologicas
Celdas de cuarzo para espectrofotometro

Centrifuga refrigerada

Columna de fase reversa “Water Resolve™ 5 um C,,
Cromatografo liquido con detector UV
Cronometro

Espectrofotometro UV/Vis

Pipetas automaticas tipo Eppendorf

Pipetas graduadas serolégicas
Pipetas Pasteur
Tubos de 10 mL con tapon de rosca

Tubos de ensayo de 7 mL con tapon de rosca

Reactivos

h

Etanol Absoluto p.a.((C,H:OH), pureza=99.8%, PM=46.07, d=0.79 g/mL).
2-propanol p.a. ((CH;CH(OH)CH,), pureza=99.7%, PM=60.10, d=0.78 g/ml)
Hidréxido de potasio 50:50 p/v en agua (KOH/H,0)

Agua purificada

Hexano grado HPLC ((C,H,,), pureza=95%, PM=86.18, d=0.66 g/ml)
Metanol grado HPLC ((CH,OH), pureza=100%, PM=32.04, d=0.79 g/ml)

Dicloruro de etileno grado HPLC ((CICH2CH2(l), pureza=99.8%,
PM=98.96, d=1.25 g/ml) o dicloruro de metileno grado HPLC ((CH,Cl,),
pureza=99.9%. PM=84.94, d=1.32 g/ml).

Nitrogeno o argon (pureza=99.5%)

5
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10.

Control interno de acetato de 3,4-didehidroretinol (ADR)?*
(C,;,H;,0,,PM=326)

El ADR es una excelente opcion para utilizar como control interno por las
siguientes razones:

El ADR puede agregarse a la leche antes de que empiece el analisis y
exponerse a todas las etapas del proceso hasta su deteccion en HPLC.

El ADR se encuentra como éster, y por lo tanto puede servir como un
modelo para seguir la saponificacion.

Permitiendo la elucién de sustancias de la columna de HPLC por periodos
mas largos de lo usual puede determinarse la eficiencia de la saponificacion

en cada laboratorio.

El ADR es facilmente separable y diferenciable del retinol durante el
analisis de HPLC.

La solucion de ADR se prepara como sigue:

Tome 10 pl de la solucion patron de ADR (35 mM en aceite de maiz) y mezcle
con 25 mL de 2-propanol en un balon volumétrico. Esta es la solucion “madre” de

Soluciones patréon de retinol

Solucion “concentrada”™ (=500 pg/mL)

En un vaso de precipitar de 10 mL pese 0.050 g de retinol de la mas alta
pureza (PM=286.5, pureza = 70%) y disuelva con etanol absoluto.”’
Transfiera a un balon volumétrico de 100 mL. Lave el vaso de precipitar
con varias porciones de etanol absoluto, y transfiera los lavados al balon
Agregue aproximadamente 0.002 g de BHT (3.5, -bis-(t-butil)-4-hidroxi-

'\h

Cantidades pequeiias de este reactivo disuclto en aceite de mayz pueden solicitarse a la Universidad del Estado de
lowva cubniendo Jos costos de envio

Sioretinal de alta pureza no xe encuentra en el mercado. este puede preparse con los sigmientes metodos (a)
Reduceun del retialdelhido (que es quinucamente mas estable que el retinol con boroludruro de sodio (NalilH )
thr sapomlicacion del acetaio de retinol con una miezcla alcohohica de hidrozado de potasio (KO e
purificacion del retinol comercial en ¢l aparato de HPLC « colectando el pieo de retinol que ehine de la colunmna

<s
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tolueno). Afore a 100 mL con etanol absoluto. Guarde la solucion en
congelacion (-20°C) en un frasco de vidrio oscuro con tapon de rosca. La
concentracion de esta solucion se estima por calculo a partir de la
concentracion de la solucion “hija”.

b. Solucion “madre” (=50 pg/mL)

En un balon volumétrico de 10 mL diluya 1 mL de la solucion
“concentrada” a 10 mL con etanol absoluto. Guardela como se indica para
la solucion “concentrada” y estime la concentracion de retinol a partir de la
concentracion de la solucion “hija” de mayor concentracion.

c. Soluciones “hijas” (=1-10 pg/mL)

En balon volumétrico de 25 mL, diluya 5 mL de la solucion “madre™ a 25
mL con etanol absoluto; €sta es la solucion “hija” de 10 pg/mL. Diluya
con etanol absoluto esta solucion “hija” para obtener por lo menos 10 mL
de 5 soluciones de retinol de diferente concentracion dentro del rango de 1

a 10 pg/mL. Guarde las soluciones “hijas” refrigeradas. Descartelas al
terminar de utilizarlas.

Determine en un espectrofotometro, la concentracion de retinol de la
solucion hija de mayor concentracion como sigue:

1. Ajuste el cero del instrumento con etanol absoluto. Lea en
triplicado la absorbancia de la solucion “hija” de retinol-10 pg/mL a
325 nm.

il. Divida el valor promedio de la absorbancia entre 0.1845* y

multiplique por el grado de pureza del reactivo (area del
retinol/area total de todos los picos del cromatograma)
concentracion en pg/mL de esta solucion “hija”. Calcule la
concentracion de las otras soluciones “hijas”, dividiendo el valor
obtenido entre los respectivos factores de dilucion.

El nivel de retinol de las soluciones “madre” y “concentrada™ en

pug/mL se obtiene multiplicando el nivel de retinol la solucion **hija”™
de 10 ug/mL por 5 vy 50, respectivamente.

2X  Bste valor es e cocliciente de absortividad (pg ' em ' mla del reunol en etanol a 323 nm

50
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F. Procedimiento
1. Obtencion de la curva de calibracion
a. En balones volumétricos de 10 mL, ponga 1.0 mL de cada solucion “hija”

de retinol. Lleve a volumen con 2-propanol.

b. Filtre cada solucion a través de una membrana Millipore de 45 pum.
Analice cada una de las soluciones preparadas en la etapa anterior en el
equipo de HPLC.

C. Haga una curva patron de retinol ploteando las areas de los picos del
retinol versus la cantidad de retinol inyectada (ng). Determine la mejor
linea recta con una ecuacion del tipo:

y=m.x +b

en donde:

y= Area del pico de retinol

x= Masa inyectada de retinol (ng)
m= Pendiente (y'x)

b= Intercepto en la ordenada

Determine la masa de retinol en las muestras por medio del area del pico ya
sea directamente con la grafica o utilizando la relacion:

(r-h)

m

x:

Se recomienda calcular esta linea de regresion cada quince dias para
confirmar que las condiciones analiticas permanecen invariables Sin
embargo. en cada corrida debe analizarse por lo menos un control de
retinol para confirmar la validez de la curva de calibracion
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2.

Saponificacién
a. Pipetee 0.5 mL de la leche a analizar dentro de un tubo de centrifuga de 10

mL con tapén de rosca.

Agregue 40 pL de la solucion “madre” de ADR (control interno).

Agregue 0.75 mL de etanol y mezcle en el agitador Vortex por 15
segundos.

Agregue 0.4 mL de la solucién KOH/H,O 50:50 p/v. Tape el tubo. Mezcle
en el agitador Vortex por 15 segundos.

Incube en bafio de agua a 45°C durante 1 hora. Mezcle en el agitador
Vortex por 15 segundos cada 15 minutos.

Extraccion

Después de la reaccion de saponificacion, extraiga el retinol y el ADR con
1 mL de hexano. Mezcle en el agitador Vortex por 30 segundos y luego
centrifugue a 2,000 rpm por 30 segundos. Usando una pipeta Pasteur,
transfiera la capa organica superior dentro de un tubo de ensayo limpio.
Repita el procedimiento de extraccion con hexano dos veces mas. Esto es,
agregue el hexano, mezcle en el agitador Vortex y centrifugue.

Junte todas las fracciones en el mismo tubo y evapore a sequedad soplando
con nitrogeno o argon, dentro de una campana de laboratorio apropiada
para ser usada con solventes organicos.

Resuspenda el extracto con 100 ul del solvente apropiado (p.e. 50:50
metanol:dicloruro de etileno [o metileno]). Mezcle en el agitador Vortex
por 15 segundos, centrifugue, y mantenga a temperatura baja dentro de una
hielera hasta su inyeccion en el sistema de HPLC.

Cromatografia:

Con una jeringa, tome 25 ul de muestra e inyéctela al sistema de HPLC
bajo las condiciones analiticas especificadas Un ejemplo es el siguiente.
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Fase movil 85% metanol/15% agua o
90% metanol/10% agua

Flujo 1.0 mL/min

Detector UV a 335 nm® con sensibilidad de 0.002
UA/mV

Atenuacion integrador 6

Velocidad del papel 0.5 cm/min

Tiempo de elucion Retinol: 5.6 min

Didehidroretinol: 4.6 min

b. Al finalizar el trabajo del dia, lave el sistema por lo menos por 15 minutos a
un flujo de 1.0 mL/min con una mezcla de 50% metanol/50% dicloruro de
metileno, y después con metanol al 100% por 15 minutos.

G. Calculos

1. Determine la cantidad de retinol (ng) de la muestra inyectada utilizando la curva de
calibracion.
2. Divida entre la cantidad de leche utilizada (en este caso 125 uL).

Corrija el valor de cada muestra dividendo entre la proporcion de recuperacion del
sistema (ver seccion XIII.H, adelante).

I

4 Para informar los niveles de retinol en las muestras en pg/dL, multiplique los
valores estimados en el paso anterior x 100.

H. Verificacion de la recuperacion del método
Se sugiere el siguiente procedimiento:

l Diluya 0.4 mL de la solucion “madre™ de ADR a | mL con 2-propanol, e jnyecte
en el sistema de HPLC.

2'1  Late e~ un punto intermediano entre la longitud de maxima absorcion del retinol, 325 nm.y la longitud de manima
absorcion del didelidroreunol 330
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2. Espere a que el pico del ADR eluya (cerca de 10 minutos en una columna C,; de
15 cm de largo). Dependiendo de la columna, los isémeros cis-trans pueden
separarse. De ser asi, sume el area de ambos picos; ésta es el area si el 100% del
didehidroretinol fuera recuperado (7) después de saponificacion y extraccién. En
una columna de fase reversa generalmente esto no sucede. Sin embargo, cada
laboratorio debe verificar el comportamiento de su sistema.

3. Por aparte, agregue 40 ul de la solucién “madre” de ADR sobre 0.5 mL de agua.
Luego, siga todo el procedimiento desde la etapa F.1.c hasta la F.4.a. El area del
pico del didehidroretinol es la cantidad extraida en el sistema ().

4, Calcule la recuperacion del didehidroretinol (R) asi:

R=3
!

Cada muestra tendra un valor especifico para (), y éste debe ser corregido
dividiendo entre (R).

1. Variantes

Cuando se expresa la cantidad de retinol por volumen, la coleccion de las muestras de
leche deben estar distribuidas durante todo el dia, para asi poder compensar por la gran variacion
del contenido de grasa de la leche. Si esto no fuera posible, el contenido de la grasa de la leche
puede estimarse facilmente utilizando el método del “crematocrito”. Este método es util solo con
muestras frescas, de no ser asi, tiene que emplearse un método quimico para determinacion de

grasa.™
El procedimiento del método del crematocrito es el siguiente:

l. Coloque cerca de 75 pl de leche bien mezclada dentro de tubos capilares. Selle
uno de los extremos del tubo. y centrifugue en una centrifuga de hematocrito.

1

Mida la proporcion del largo de la capa de crema sobre el largo total de la muestra,
y determine la cantidad de grasa con referencia en una curva de calibracion
establecida por medio de un método quimico.

0 Vanos metodos quimicos pueden encontrarse en Fems. AM v Jensen R G 1983 Lipids in human nulh A
review | Sampling detenmmuination and content J 'edanr Giastroenterol Nup 3 1OK-] 22
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3. Exprese la cantidad de retinol por gramo de grasa.

ol
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XIV. CONTROL DE CALIDAD DEL LABORATORIO*
A, Criterios para el control de calidad

Todo método tiene sus propias caracteristicas intrinsecas, las que determinan su optimo
comportamiento en las mejores condiciones operacionales del laboratorio. Esta seccion trata del
control sistematico de la calidad de las operaciones de laboratorio ms que de la determinacion de
la caracteristica intrinseca de confiabilidad de cada método en particular. Cualquier procedimiento
analitico esta sujeto a errores derivados de las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo. Estas
incluyen el “factor humano”; factores ambientales tales como la temperatura, la humedad, la
exposicion a la luz; y las caracteristicas del equipo usado.

Las dos caracteristicas de los métodos que mas comunmente son afectadas en grado
importante son la exactitud, o sea el grado al cual los resultados representan los valores

verdaderos o reales, y la precision, o sea la reproducibilidad de los resultados obtenidos por los
métodos bajo condiciones operacionales rutinarias.

1. Determinacion de la exactitud:

Al montar un método, cada laboratorio debe confirmar la exactitud del procedimiento
analitico. Idealmente ésta debe ser igual, o acercase, a la exactitud intrinseca original del método
tal como se propone en la literatura bajo optimas condiciones operacionales. El enfoque para
determinar o verificar la exactitud bajo las condiciones de rutina del laboratorio puede variar de
un método a otro. La base general mas comtin es la recuperacion de una cantidad conocida del
analito que se trata de determinar. En el caso del presente manual, cantidades conocidas de retinol
o de palmitato de retinol se agregan a una porcién de la muestra. Las muestras, con y sin el
analito anadido, se someten al analisis tal como ordinariamente se lleva a cabo en el laboratorio en
cuestion. La cantidad del analito que se recobra expresada como porcentaje de la cantidad anadida
constituye una expresion matematica de la exactitud del método. La validez de este ensayo se
incrementa si se usan concentraciones del analito que representen por lo menos las
concentraciones de retinol “insuficientes”, “adecuadas™ y “altas™ que se espera encontrar en las
muestras. Por ejemplo, en el azicar fortificada con vitamina A, estos niveles podrian ser S pg/g,
15 pg/g. y 25 u/g respectivamente.

Un enfoque alternativo indirecto para estimar la exactitud es analizar controles
certificados preparados por centros que se especializan en la produccion de los mismos, tales
como el Instituto Nacional de Estandares de los Estados Unidos. Los valores que se obtengan
debenian ser iguales a aquéllos indicados por el laboratorio original

31 D] Mazanegos INCAY aponto sigmificativ amente o la preparacion de esta seecion
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Una forma alternativa para determinar la exactitud es comparar los resultados obtenidos
con un mismo grupo de muestras por un laboratorio de referencia. Este método es conocido
como la validacion externa. Se sugiere que un minimo de 20 muestras, representativas de los
niveles de retinol que se esperan encontrar, sean analizadas por el laboratorio en validacion y por
el laboratorio de referencia. Los resultados deben presentarse en una grafica, colocando en el eje-
X los datos de laboratorio de referencia, y en el eje-Y aquéllos del laboratorio que esta siendo
analizado. Idealmente, la pendiente de esta curva de regresion deberia ser uno y el intercepto

cero.
2, Determinacion de la precision

La precision es Ia expresion de la reproducibilidad del método. La precision tiene dos
componentes: variacion “intraensayo”’, que es la variacion aleatoria entre réplicas en un mismo
ensayo o corrida; y la variacion “interensayo”, que es aquélla que ocurre entre ensayos
independientes. A continuacion se presentan los enfoques para determinar estos parametros.

Variacion intraensayo. Se toman tres muestras control, a tres niveles de concentracion
que abarquen el rango de trabajo del analito de interés (“insuficiente”, “adecuado” y “alto™) y se
analizan en la misma corrida por lo menos 10 veces. La variacion se reporta en términos del

coeficiente de variacion (CV) de acuerdo a la ecuacion siguiente:

desviacion estandar
De estia X 100

V() = Media

Variacion interensayos. Se toman los mismos tres controles y se analizan en duplicado o
con el nimero de réplicas que rutinariamente se usan en el laboratorio. Se deben hacer por lo
menos 10 corridas en ocasiones diferentes. La variacion se reporta en términos del coeficiente de
variacion como en el caso anterior. Debido a que este ensayo se efectua durante diferentes
periodos de tiempo se requiere que los controles puedan preservarse sin alteracion, de manera que
la concentracion del analito no varie durante el periodo de tiempo que cubre el ensayo.

Error analitico total (E,). Este es la vaniacion que resulta del efecto combinado de las
variaciones descritas anteriormente. Esta se calcula con la siguiente ecuacion:

] L ] '2 . '2
E¢l=:’-J( , lﬂlrﬂ('ﬂ\'u_l'ﬂ-.-( l interensay'o

Por regla genera). un buen méetodo es aquel que posee un error analitico inferior al 5%,
aunque en ocasiones. especialmente cuando el método es muy complejo. un error analitico del
10°0 puede ser aceptable Cada laboratonio debe decidir el grado de exactitud y precision
aceptables para sus propositos
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B. Rutinas del control de calidad

Una vez que un método ha sido inicialmente validado, la confirmacion rutinaria, de su
exactitud y precision en el rango analitico de trabajo, es indispensable para garantizar la
confiabilidad de los resultados. En la practica, se sugiere hacer varias réplicas de cada muestra,
por lo menos duplicados. Se aceptan los resultados solo si los valores de las muestras analizadas
no se apartan de su promedio en una magnitud mayor a dos veces la precision intraensayo del
método. En muy raras ocasiones en las que es impractico analizar por duplicado todas las
muestras, siempre debe confirmarse la reproducibilidad del trabajo analizando réplicas de algunas
muestras (10% p.e), distribuidas aleatoriamente dentro de la corrida. Esta practica debe ser
excepcional, y debe aplicarse sélo cuando el nimero de muestras es excesivo, la cantidad
disponible de cada muestra es limitada, o cuando el ensayo es muy costoso para el laboratorio.

La precision y la exactitud de los resultados de las corridas diarias se examina incluyendo
en las mismas el analisis de controles a tres niveles del analito (“insuficiente”, “adecuado”, y
“alto”). La corrida entera se repite, si los valores calculados para 2 de 3 de los controles, se
apartan de la media previamente determinada para esos controles en mas de dos veces la
desviacion estandar. Si solo se tiene disponibilidad de correr un control diario, éste debe ser el del
nivel “insuficiente™, ya que la mayoria de los métodos para la determinacion de retinol tratan de

identificar muestras por debajo de un nivel critico inferior.

Con el propdsito de lievar un registro sistematico de la calidad del trabajo, se sugiere
utilizar graficas de control de calidad, en las que la abscisa (¢je x) sea el niimero de cada corrida o
la fecha de realizacion de la misma, y la ordenada (¢je y) sea el valor del analito calculado para los
controles (ver figura 3.2). En esta grafica, lineas paralelas al ¢je x indican Ia posicion del valor
promedio. y los valores correspondientes a una y dos desviaciones estandar a cada lado del
promedio, calculadas con base en la variacion interensayos de cada uno de los controles.

Si el método usa una curva de calibracion con patrones, ésta debe ser obtenida idealmente
para cada corrida mediante el analisis de por lo menos cinco concentraciones diferentes del
analito, que abarquen todo el rango de trabajo del método. El coeficiente de correlacion (r?) de
estas curvas de calibracion debiera ser igual o mayor a 0.98. Las muestras que den una respuesta
mas alta que el patron mas concentrado de la curva deben diluirse y ser analizadas nuevamente;
mientras que el resultado de aquellas muestras que sea inferior a la del patron de menor
concentracion deben informarse como que tienen un nivel del analito “menor que esa
concentracion”. Es indebido extrapolar la curva de calibracion afuera del rango
experimentalmente determinado.

Finalmente. es importante recalcar que la aprobacion de un metodo por el supervisor del
laboratorio depende de que se mantengan las caracteristicas esperadas del mismo a traves del
tiempo Con este proposito. cada vez que se introduzcan cambios (cantidades de reactivos y
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procedimientos, nuevo personal, nuevo equipo, p.e.), el método debe ser practicado lo suficiente
hasta alcanzar valores aceptables de precision y exactitud.
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Figure 3.2:
EJENPLO DE LA CINETICA DE DESTRUCCION DEL RETINOL (O PALMITATO DE RETINOL) EN UNA
CAMARA DE IRRADIACION
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C. Calibracion del equipo
1. Calibracion del espectrofotémetro

Espectrofotometros simples, pueden usarse si previamente se calibran contra un
espectrofotometro de referencia. Para ello, debe obtenerse primero el espectro de absorcion de
una solucion de retinol en etanol o hexano. Los espectros de ambos aparatos deben coincidir.
Luego, debe obtenerse la absorbancia a la longitud de onda del pico de maxima absorcion,
utilizandose la misma solucién de retinol en los dos aparatos. El factor de correccion (F.C.) del
espectrofotometro en calibracion sera:

FJ( '.esp= Absorbancia /Absorbancia,

referencia alihracion

El rango lineal del espectrofotometro también debe examinarse, utilizandose para ello
soluciones de retinol en etanol con concentraciones entre 0.1 y 5.0 pg/mL (las absorbancias
deberian estar entre 0.020 y 1.000), que pueden obtenerse haciendo diluciones apropiadas de una
solucion de retinol-50 pg/mL en etanol (p.e. 0.2:100, 0.5:100, 1:100, 2:100, 5:100 y 10:100). Se
recomienda hacer las lecturas utilizando celdas de cuarzo estandar (3 mL).

2. Verificacion de la eficiencia de la camara de irradiacion

La eficiencia de la camara de irradiacion debe ser venificada periodicamente. Si se usa
diania o muy frecuentemente, se sugiere que esta venficacion se haga por lo menos cada mes, y
siempre que se instalen nuevas lamparas de luz ultravioleta.

Una solucion patron de palmitato de retinol o de retinol se prepara en el solvente que se
emplea para la extraccion y/o dilucion de las muestras, con una concentracion de 5 pg/mL de
retinol. La absorbancia de esta solucion debe ser aproximadamente de 0.9 a 325 nm. Debe
preparese solamente la cantidad necesaria para el ensayo y protegerse de la luz directa en todo
momento.

La unidad de irradiacion se calibra determinando el tiempo requerido para la destruccion
del retinol de la solucion patron. Dos procesos son necesarios. El primero sirve para establecer
que todas las posiciones de los tubos reciben la misma intensidad de irradiacion; y el segundo para
determinar el tiempo optimo de irradiacion.

El primer procedimiento se lleva a cabo llenando cada posicion de la gradilla de la camara
con tubos de solucion patron de retinol Despues de un tiempo fijo de irradiacion (15 - 25 min ,
p e ) se determina la absorbancia de cada una de las soluciones irradiadas Si hubiera posiciones
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en las cuales el retinol es destruido en menor grado, éstas deben ser marcadas y descartadas; estas
posiciones estan usualmente a los extremos de la gradilla.

La determinacion del tiempo optimo de irradiacion se hace utilizando la misma solucion
patrén, midiendo por triplicado la absorbancia que queda después de diferentes periodos de
irradiacion; por ejemplo: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 60 minutos.

El procedimiento es el siguiente:

a. Precaliente la lampara de irradiacién por lo menos 30 minutos antes de su
uso.
b. Ponga en cada tubo 1 mL de la solucién patron, e identifique tres tubos

por cada periodo de tiempo, en secuencia de acuerdo a los tiempos
programados de irradiacion. Cuidese de que la marca de identificacion
quede a una altura donde no obstruya el paso de la luz ultravioleta.

C. Cubra los tubos con tapon de teflon o, en su defecto, de goma de buena
calidad (tipo tapon de “vacutainer”, p.e.). Sefiale con un lapiz marcador el
nivel del menisco del liquido en cada tubo. Cologue los tubos en la gradilla.

d. Coloque los 3 tubos correspondientes al control no irradiado (tiempo 0) en
la oscuridad hasta el momento de su lectura.

€. Al final de cada periodo de tiempo, retire los tubos correspondientes a ese
punto y coloquelos en la obscuridad junto a los controles.

f Continue la irradiacion hasta completar la totalidad del ensayo.
g Revise el nivel del menisco en cada tubo y si éste ha bajado por

evaporacion (ver paso c), afiada solvente al nivel marcado y mezcle el

contenido. Con tubos tapados en la forma como se indico, no deberia haber
evaporacion.

h. Ajuste el cero del instrumento con el solvente que haya usado para
preparar los patrones. Mida la absorbancia a 325 nm de todas las
soluciones irradiadas y de los controles no irradiados. utilizando las mismas

celdas espectrofotométricas y condiciones en que se leen los extractos de
las muestras
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1. Trace una grafica con los tiempos de irradiacion (x) versus los promedios
de la absorbancia de cada punto (y) (ver Fig 3.3).

Se sugiere que el tiempo Optimo de irradiacion sea aquel al cual 95-97% de retinol es
destruido.? Una vez determinado, dicho tiempo debe ser el usado para la irradiacion de los
extractos de las muestras en los métodos que aplican este sistema de irradiacion. Los resultados
deben corregirse por el “factor de eficiencia” o sea el porcentaje de destruccion en el tiempo que
se haya fijado. Por ejemplo, del retinol si se establece que en 35 minutos se destruye el 95% y ese
tiempo se aplica a los extractos, los resultados deben multiplicarse por 1.053 (100/95).

32 Lairradiacion no debena prolongarse mas alla de este punto por tres motivos 'nmero. que siendo la cunva de
destruccion de tendencia logantmica, la destruceion de las alumas trazas de retinol tomana un tiempo demasiado
largo. diticil de detiur v controlar exactamente Negundao, que los extractos de muestras pueden contener
sustancias que no son retinol, que absorhen a 323 nmy que se destruven durante rradiacion mus prolongada
alectando la especilicidad v exactitud del analisis: Tercero, que nuevos compuestos interferentes que ahsorben o
325 nm pueden formarse durante un tiempo Jde imadiacion mus prolongado, alectando igualmente la calidad del
analiss
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ABSORBENCIA DEL RETINOL POR TIEMPO DE IRRADIACION

Absorbancia (7)

Figure 3.3:

¥ 2P UQIODII11I0.] D] 3 UQIDDNIDAT D] A |O4IUO, ) [ Dabd SOIUIDUY SDISOJOPOIa[Y

105 —
90 - - ———— — o — ———————
75 - - - —
60 - :
T e I -
30 - -
15 - \\\
0 l ! ! ! 1 I ] — 9 T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (Minutos)

¥ oulupil | 403 4DON



Metodologias Analiticas para el Control y la Evaluacién de la Fortificacion de Azucar con 1'uaming A

XV. LECTURAS SUGERIDAS

Arroyave G., Chichester C.0., Flores H., Glover J., Mejia L., Olson J.A., SimpsonK.L., y
Underwood B.A. 1982 Biochemical methodology for the assessment of vitamin A status.
Washington, D.C. Grupo Consultivo Internacional de Vitamina A (IVACG). 88 p.

Carey N. y Garber C. 1989 Evaluation of Methods. En: Kaplan L. y Pesce A (Eds.) Clinical
chemistry. Theory, correlation and analysis. 2a. ed. Saint Louis, Mosby Company.
Capitulo 19, pp 290-310.

Conacher H. 1990 Validation of methods used in crisis situations: task force report. J. Assoc.
Off. Anal. Chem. 73(2): 332-334.

Cornbleet J. y Gochman N. 1979 Incorrect least squares regression coefficients in method-
comparison analysis. Clin. Chem. 25:(3):432-438.

Association of Official Analytical Chemists. 1988 Guidelines for collaborative study procedure to
validate characternistics of a method of analysis. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 71(1):161-173,

Ruig W_, Stephany R. y Dijkstra J. 1989 Criteria for the detection of analytes in test samples. J.
Assoc. Off Anal. Chem. 72(3):487-490.



Meitodologias Analiticas para el Control y la Evaluacion de la Fornficacion de Azucar con | amina A

Anexo 3.1
CONSTRUCCION DE UNA CAMARA DE IRRADIACION ULTRAVIOLETA¥®

La unidad de irradiacion (anexo figura 3.1a) consiste en el montaje, en una estructura de
madera, de dos lamparas de “luz negra” (emision de 350-390 nm).*

Sus componentes son esencialmente una base de 70 x 21 cm sobre la cual se montan
longitudinalmente y en forma equidistante dos paredes laterales de 70 x 14 cm (punto B, anexo
figura 3.1a) entre si por 7 cm. Estas paredes laterales tienen en su parte central inferior una
ventana longitudinal de 60 x 4.2 cm que permite el paso de la luz emitida por las lamparas hacia
los tubos de ensayo que contienen las soluciones de retinol. (punto C, anexo figura 3.1a) Cada
una de estas paredes laterales tiene ademas en su lado interno y en sus extremos, rieles verticales
para poder movilizar dentro de esta estructura basica una especie de gradilla (punto D, anexo
figura 3.1a), también de madera, especialmente disefiada para colocar los tubos de ensayo. Esta
gradilla consta de dos piezas de 70 x 4.9 cm. En la pieza superior se perforan dos filas de agujeros
de diametro un poco mayor de 1 cm, separados entre centro y centro por 2 cm. Los agujeros de
una fila son alternos a los de la otra fila. En la pieza inferior se hacen solamente pequeiias
depresiones, correspondientes a cada uno de los agujeros de la parte superior, para poder en ellos
asentar la base de los tubos. Estas dos piezas estan unidas entre si, en sus cuatro extremos, por 4
pivotes que sirven ademas de ensamble en los rieles verticales de la estructura basica. Asi, la
gradilla puede colocarse o sacarse de la estructura facilmente. El diametro de los agujeros de la
gradilla puede vaniarse si se usan tubos de tamaio diferente que el modelo descrito mas adelante.

Las lamparas de luz UV se instalan a cada uno de los lados de la estructura basica por
medio de los soportes y demas accesorios eléctricos necesarios para su funcionamiento (punto E,
anexo figura 3.1a); éstos son sus respectivos transformadores y sus iniciadores (*starters”).
Ambas lamparas son operadas simultaneamente por un interruptor colocado afuera de la unidad
(punto F. anexo figura 3.1a). Todo el sistema se cubre con una tapadera (punto A, anexo figura
3.la) también de madera a la cual se le hace una pequeiia abertura en un extremo para la salida del
cordon de conexion eléctrica.

La estructura de la unidad se detalla en el plano de construccion de la anexo figura 3.1b.

Aparato disenado por [ Menay G Anovave en el INCADP
4 Lalampara General Bleanc | 20T 12BLE de 20 vanos ha probade ser aproprada
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Figura 3.1a:
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Figura 3.1b:
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Anexo 3.2
SUGERENCIAS PARA EL CUIDADO Y LAVADO DE LA
CRISTALERIA Y DE LAS CELDAS DE ESPECTROFOTOMETROS

La limpieza de la cristaleria y de las celdas espectrofotometricas es un factor critico para la

confiabilidad de los analisis. Las celdas espectrofotométricas deben ser cuidadosamente lavadas y
manejadas para evitar rayarlas y mancharlas. Los siguientes procedimientos deben seguirse para
asegurar que tanto la cristaleria como las celdas no afecten los resultados.

L

Cristaleria:

Recoja los residuos de muestras y reactivos desechables en recipientes apropiados para luego
tratarlos en conjunto. Si son solventes organicos deben incinerarse o en casos especificos
recobrarse por destilacion. Si son sustancias solubles en agua e inocuas, viértalas en el
desagiie seguidas de abundante agua. Los desechos biologicos, previo a su descarte, deben
descontaminarse ya sea por dilucion y remojo en una solucion de hipoclorito de sodio durante
24 horas o por tratamiento en autoclave a 121°C por 30 minutos.

Sumerja la la cristaleria en agua dentro de un recipiente de plastico. Lave cada pieza de
cristaleria grande con cepilio y solucion al 2-3% de un detergente quimico alcalino (Extran
o Teepol, p.e.). La cristaleria pequefia y aquélla de calibre angosto, tal como viales o pipetas,
hiérvala durante 15 minutos en una solucion al 5% de detergente alcalino.

Enjuague con agua del chorro.

Remoie en solucion de acido nitrico al 10% durante la noche. Material manchado puede ser
tratado con una solucion al 50% de acido nitrico.

Enjuague 20 veces con agua del chorro y 10 veces con agua destilada

Seque en horno a 60°C.

Almacene protegiendo de exposicion al polvo o cualquier otro contaminante.
Celdas de espectrofotometro

Al finalizar su uso, enjuaguelas en el solvente en el que estaban disueltas las muestras Luego,
enjuaguelas en una mezcla 1.2 1 de agua/etanol-95%/HCI concentrado

70



\lameal para la Fortificacion Je Azucar - Parte 3

B. Si las celdas se usan frecuentemente, guardelas en la mezcla anteriormente mencionada.
C. Si las celdas no son usadas frecuentemente saquelas de la solucién anterior, desagiielas 5

veces con acetona, y séquelas soplando su interior con aire filtrado a traves de algodon.
Nunca seque las celdas con calor dentro de un horno. Guarde las celdas en un estuche
cerrado.

D. Inmediatamente antes de usar las celdas, remoje su interior con el solvente en el que estan
disueltas las muestras por analizar y succione el residuo con vacio.

Como una practica rutinaria, especificamente para detectar algiin problema de las celdas
(sucias, manchadas, rayadas), se aconseja verificar que la lectura de absorbancia de las celdas en la
posicion de la muestra en contra de aquélla en la posicion de referencia, cuando lienas con la misma
solucion, es esencialmente la misma. Algunas veces podrian encontrarse pequeiias diferencias
constantes entre celda y celda. En este caso, estos valores basales deben utilizarse como factores de
correcion de las lecturas de absorbancia de las muestras.
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Anexo 3.3

PROVEEDORES, EQUIPOS, Y MATERIALES DE LABORATORIO

Proveedores

ALDRICH

P.O. Box 355

Milwaukee, WI 53201-9358
U.S.A.

Tel. (414) 273-3850

Fax (414) 273-4979

BASF

6700 Ludwigfhafen-Rhein, Ludwingfhafen
Germany

Tel. (049) 621-600

Fax (049) 622-525

Beckman Instruments Inc.
2500 Harbor Boulevard
Fullerton, CA 92634
U.S.A.

Tel. (714) 521-3700

Fax (714) (213) 691-0841

Fisher Scientific

Headquarters

Pittsburgh 711 Forbes Avenue
Pittsburgh, PA 15219-4785
USA

Tel. (412) 562-8300
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International headquarters, Latin America, Mexico and Caribean
50 Fadem Road

Springfield, NJ 07081-3193

US.A.

Tel. (201) 467-6400

Fax (201) 379-7415

Europe-Mid East/Africa
New Enterprise House
St. Helen's Street
Derby, DE 13GY
United Kindgom

Tel. (44) 332-200755
Fax (44) 332-296546

Asia and Pacific

No. 1 101 Thomson Road
16-05 United Square
Singapore 1130

Tel. (65) 250-9766

Fax (65)253-2286

E. Hoffman-La Roche
CH-4002, Basel
Switzerland
Tel. (061) 688-1111
Fax (061) 691-9600

F J.T. Baker
222 Red School Lane
Phillipsburg, NJ 08865
USA
Tel (908) 859-2151
Fax (908) 857-4318
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Millipore Intertech
P.O.Box 10
Marlborough, MA 01752
US.A

Tel. (508) 624-8400

Fax (508) 624-8630

National Institute of Standards and Technology (NIST)
Bldg. 202, Room 204

Gaitherburg, MD 20899

U.S.A.

Tel. (301) 975-6776

Fax (301) 948-3730

Perkin Elmer Corporation

761 Main Ave., Norwalk, CT 06859-0012
US.A.

Tel. (203) 762-1000

Fax (203) 762-6000

Bodenseewerk Perkin-Elmer GmbH
Postfach 10 11 64, D-7770 Uberlingen
Germany

Tel. (075) 51-81-0

Fax (075)51-1612

Perkin-Elmer Ltd.

Post Office Lane, Beaconsfield, Bucks HP9 1QA
England

Tel. (0494) 676161

Fax (0494) 679333

Sarstedt

P O. Box 468

Newton, NC 28658-0468
USA

Tel (704) 465-4000

Fax (703) 465-4003
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K.

I

Sigma Chemical Company
P.O. Box 14508

St. Louis, MO 63178-9916
U.S.A

Tel. (314) 771-5750

Fax (314) 771-5757

VARIAN

Varian Associates

Parts and supplies center
220 Humboldt Court
Sunnyvale, CA 94089
U.S.A.

Tel. (408) 734-5370
Fax (408) 744-0261

Equipos (Ejemplos)

1. Espectrofotometro UV/VIS, VARIAN DMS-100S o Perkin Elmer Lamda 3B

[

Cromatografo Liquido (HPLC), Varian Chromatography 5500 con detector UV.

Este incluye un Autosampler Vista 9090, interfase Vanan I[IM-A, computadora DS-

650, e impresora HP Thinkjet.

LI

912042.42)

Columna para HPLC Micropak Column Sp-18-5 of 150 x 4 (DI) mm (Varian 03-

5. Tubos de ensayo 10 x 75 mm. Kimble KG-33

6. Celdas enmascaradas para espectrofotometro. Beckman, Product 533043.

Reactivos (Ejemplos de proveedores con numero de catalogo)

l. Determinacion espectrofotométrica de retinol en premezcla
2-propanol (p.a.) Merck Art. 9634
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Determinacion espectrofotométrica de retinol en azucar fortificada
Etanol absoluto (p.a.). Merck Art. 983.25

Hexano (p.a.). Sigma Art. H-9379

Hidroxido de sodio. Sigma S-0899

Determinacion colorimétrica de retinol en azucar fortificada
Acido tricloroacético. Merck No. 1839

Dichlorometano. Merck No. 1593

Sulfato de cobre. Fisher Scientific Company Art. No. 493

Peroxidos in aceite

Acido acético glacial. Sigma Art. A-0808
Cloroformo, USP. Aldrich 31,998-8

Almidon (p.a.). Merck Art. 1252

Tiosulfato de sodio (p.a.). Merck Art. 6516
Yoduro de potasio. Merck Art. 5043 KI

Acido clorhidrico concentrado. Sigma Art. H-7020
Dicromato de potasio. Sigma Art. P-6435

Determinacion espectrofotométrica de retinol en sangre y leche por distruccion
ultravioleta

Etanol absoluto (p.a.). Merck Art. 983.25

Hidroxido de potasio. Aldrich Art. 30,656-8

Keroseno desodorizado. J.T. Baker Art. P339-00

Xileno (p.a.). J.T. Baker Art 9490-03

Deternunacion de retinol en sangre y leche por HPLC
Etanol absoluto (p.a.). Merck Art. 983.25

2-propanol (p.a.) Merck Art. 9634

Hexano (grado HPLC). J.T. Baker Art. 9303-3
Metanol (grado HPLC). J.T. Baker Art. 9093

Dicloruro de etileno (grado HPLC). Sigma-Aldrich Art. 27.056-3, o dicloruro de
metileno (grado HPLC) Sigma-Aldrich Art 27.057-1.

Acetate de retinol Sigma Art. R-3513
BHT Sigma Art B-1378
Retinol Sigma Art R-7632
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7. (‘amara de irradiacion
Lamparas de irradiacion. General Electric F20 T 12 BLB
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