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RESUMEN

El presente trabajo validé el método para determinar el contenido de proteina cruda

en harina quinua por micro Kjeldahl

Los laboratorios de ensayo utilizan la norma ISO/IEC 17025:2017. Requisitos
Generales para la Competencia de Laboratorios de Calibracion y Ensayo. Los
parametros que se evaluaron fueron: Rango lineal, Limite de deteccién, Limite de
cuantificacion, Repetibilidad, Reproducibilidad interna o precision intermedia,

Exactitud, Reproducibilidad, Sesgo, Especificidad, Robustez e Incertidumbre.

La metodologia analitica validada en el presente trabajo esta establecida en la
norma ISO 20483 — 2013. Determinacion del contenido de nitrégeno y célculo del
contenido de proteina cruda en cereales y leguminosas la cual fue aplicada a la

matriz de harina de quinua.

Se trabaj6 en tres niveles de concentracion, los resultados de validacion
demostraron que el método es lineal dentro del rango 0,36 a 7,47 g/100 de
nitrogeno con un coeficiente de correlacion de r =1, y de acuerdo a los calculos
estadisticos se demostrd que el método presenta una excelente linealidad.

La precision en la que se evalu6 la repetibilidad del método, empleando
condiciones, método, muestra, equipo y analista en condiciones idénticas y la
precision intermedia obteniéndose en todos los niveles valores de %CV >0
concluyéndose que el método analitico es preciso dentro del rango de trabajo de
0,36 a 7,47 g/100g de nitrogeno para los tres niveles de estudio. La exactitud se
evallo por el porcentaje de recuperacion (%R), obteniéndose valores de
recuperacion independientes entre 97 a 99% demostrandose la exactitud del
método, seguidamente se determiné el limite de deteccion LD = 0,11 ¢g/100 vy el
limite de cuantificacion LC = 0,36 ¢g/100g de nitrogeno. Se determind que el

método es especifico y selectivo se trabajo con los datos del intervalo lineal, en este



caso el modelo es lineal y la pendiente es constante en todo el rango de trabajo
desde 0,36 a 7,47 g/100g de nitrégeno.

La robustez se evaludé cambiando tres variables, tiempo de digestion, concentracion

del titulante y condiciones ambientales al momento de la titulacién.

PALABRAS CLAVE: Validacion, nitrogeno, proteina, harina de quinua, Kjeldahl



SUMMARY

The present work validated the method to determine the raw protein content in

quinoa flour by micro Kjeldahl

Test laboratories use the 1ISO / IEC 17025: 2017 standard. General Requirements
for the Competition of Calibration and Testing Laboratories. The parameters that
were evaluated were: Linear range, Limit of detection, Limit of quantification,
Repeatability, Internal reproducibility or intermediate precision, Accuracy,
Reproducibility, Bias, Specificity, Robustness and Uncertainty.

The analytical methodology validated in the present work is established in ISO
20483 - 2013 standard. Determination of the nitrogen content and calculation of the
crude protein content in cereals and legumes which was applied to the quinoa flour

matrix.

It worked in three levels of concentration, the validation results showed that the
method is linear within the range 0.36 to 7.47 g / 100 of nitrogen with a correlation
coefficient of r = 1, and according to statistical calculations It was shown that the
method has excellent linearity.

The precision in which the repeatability of the method was evaluated, using
conditions, method, sample, equipment and analyst in identical conditions and the
intermediate precision obtaining values of% CV >0 at all levels, concluding that the
analytical method is accurate within the range Working from 0.36 to 7.47 g / 100g
of nitrogen for the three levels of study. Accuracy was evaluated by the percentage
of recovery (% R), obtaining independent recovery values between 97 to 99%
demonstrated the accuracy of the method, then the detection limit LD = 0.11 g/ 100
and the limit of quantification were determined LC = 0.36 g / 100g of nitrogen. It

was determined that the method is specific and selective, we worked with the data



of the linear interval, in this case the model is linear and the slope is constant

throughout the working range from 0.36 to 7.47 g / 100g of nitrogen.

The robustness was evaluated by changing three variables, digestion time,

concentration of the titrant and environmental conditions at the time of the degree.

KEY WORDS: Validation, nitrogen, protein, quinoa flour, Kjeldahl.
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1. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un alimento ancestral de los andes
sudamericanos y a pesar de ser reconocida como un cultivo de altura, posee una amplia
variabilidad genética, encontrandose en diversas zonas agroecoldgicas de la region y
ligada a diversos sistemas productivos. Su grano posee caracteristicas intrinsecas
sobresalientes, entre ellas su versatilidad para la elaboracion de comidas y su gran valor

nutritivo.

La quinua, ademas de ser un alimento de alta calidad nutritiva, es también, por sus
caracteristicas genéticas y fisiologicas, un cultivo llamado a alcanzar preponderancia
ante los eventos que se vienen presentando a consecuencia del cambio climético, pues
por su rusticidad y por su alta variabilidad genética esta llamada a ser desarrollada en
condiciones climaticas diversas y ya ha sido probada y es cultivada con éxito en paises

de los cinco continentes. (Juan Risi, 2015).

La quinua al tratarse de un alimento con alto valor proteico en relacion a otros pseudo
cereales, es un alimento de alto consumo a nivel mundial. Por otra parte, los granos
andinos se diferencian en cuanto a sus fracciones proteicas del trigo, la cebada y el arroz,

porgue tiene mayor cantidad de albuminas y globulinas. (Rojas, 2010)

Bolivia al ser uno de los paises productores y exportadores de quinua debe garantizar
que el producto a ser exportado, cuente con la certificacion que acredite que los
parametros de control de calidad, en este caso la proteina sea aceptado
internacionalmente, para satisfacer la demanda del consumidor, en cuanto a disponer de

un alimento sano, seguro y accesible.

El objetivo fundamental que persigue el control de calidad, en torno a la cantidad de
proteina en la quinua es en favor de los productores de quinua, quienes, al tener un

producto rico en proteinas, estese hace mas codiciado en el mercado externo, debido a
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que las zonas de produccion boliviana cuentan con suelos ricos en minerales otorgando

un aporte particular de proteina en el producto boliviano.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacion en general busca alimentos que cubran sus necesidades nutricionales, la
quinua al ser un pseudo cereal con alto valor proteico se ha convertido en una alternativa
dentro dela alimentacién boliviana y fuera de nuestras fronteras como en paises
europeos.

Los productores de quinua y las entidades reguladoras como son: Servicio Nacional de
Sanidad Agropecuaria e Inocuidad Alimentaria (SENASAG) y el programa de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs -UVCCIA); deben realizar el control de
calidad de los productos ya sea para la venta local o para la exportacion, y los

laboratorios deben brindar resultados confiables.

Debido a esta necesidad es que los laboratorios tienen que implementar sistemas de
gestion de la calidad para poder responder a esta demanda y entregar resultados

confiables a través de la validacion de sus métodos de ensayo.
3. JUSTIFICACION

En la actualidad los laboratorios de ensayo deben demostrar su competencia técnica a
través de la implementacion de un sistema de gestion de la calidad que asegure que los

resultados que emite son confiables.

La validacién de los métodos permite demostrar que los resultados son exactos, precisos

y confiables.

La validacion de los métodos de ensayo se considera cuando estos requieren demostrar
gue sus caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso previsto. La

determinacién de proteina cruda en harina quinua se realiz6 utilizando un método
I1-6



normalizado con una matriz que esta fuera de su alcance de acuerdo a la norma I1SO
20483 — 2013 Determinacion del contenido de nitrégeno y célculo del contenido de
proteina cruda en cereales y leguminosas, por tratarse de una matriz que no esta

considerada dentro de su alcance se realizo la validacién completa del mismo.

Por otra parte, el Laboratorio de Control de Alimentos (LCA) del Instituto Nacional de
Laboratorios en Salud (INLASA) al ser un laboratorio acreditado tiene previsto la
ampliacion de su alcance de acreditacion, existe la necesidad de los productores de

quinua de contar con métodos validados para poder exportar sus productos.

De acuerdo a la Norma ISO/IEC 17025 - 2017; los laboratorios deben verificar y validar
todos los metodos que se utilicen en el laboratorio, tanto los normalizados y los no

normalizados utilizados fuera de su alcance.

Se debe considerar que la quinua al ser el alimento de mayor consumo a nivel
internacional y al ser Bolivia uno de los paises exportadores mas grandes de Sud
América, se pretende colaborar con los exportadores a través resultados analiticos
confiables que les garantice que su producto cumple con requisitos de calidad. De la
misma forma asegurar que el consumo de este alimento rico en proteinas es controlado

para el consumo del mercado interno.

Por lo expuesto anteriormente, este trabajo pretende responder de cierta manera a las
necesidades de los laboratorios de Control de Alimentos (LCA) de contar con métodos
analiticos precisos y exactos de esta manera brindar a sus clientes: Servicio Nacional de
Sanidad Agropecuaria e Inocuidad Alimentaria — SENASAG vy el programa de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs — UVCCIA) del Ministerio de Salud,
resultados confiables los cuales son de uso oficial para la obtencion del registros

sanitario, exportacion e importacion de alimentos.
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El CODEX ALIMENTARIUS a solicitado a Bolivia presidir el comité de elaboracion de
la normativa para regular los requisitos fisico quimicos para la quinua, es asi que el

interés a nivel mundial de contar con métodos validados en esta matriz.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Validar el méetodo analitico para la determinacion de proteina cruda en harina de quinua
por micro Kjeldahl en el Laboratorio de Control de Alimentos (LCA) del Instituto
Nacional de Laboratorios de Salud (INLASA).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un método analitico para la cuantificacién de proteina en harina
quinua.

e Determinar las caracteristicas de desempefio: Rango lineal, Limite de deteccion,
Limite de cuantificacion, Repetibilidad, Reproducibilidad interna o precision
intermedia, Exactitud, Sesgo, Especificidad, Robustez e Incertidumbre, para la
cuantificacion de proteina cruda en harina quinua por micro Kjeldahl.

e Evaluar cada una de las caracteristicas de desempefio analitico para la validacién
del método de ensayo.

e Elaborar un procedimiento para la validacion de métodos de ensayo.
5. HIPOTESIS

El método analitico de micro Kjeldahl utilizado para la cuantificacion de proteina cruda

en harina de quinua es exacto y preciso.
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6. MARCO TEORICO
6.1 CULTIVO DE GRANOS ANDINOS

Los granos andinos por sus caracteristicas agronémicas y de adaptabilidad ecoldgica a
las condiciones adversas de zona andina, asi como por su alto valor nutritivo, no solo
tienen importancia econémica sino también tienen gran importancia social, ecoldgica,

nutricional y funcional (real y potencial). (Carrasco, 2010)
6.2 QUINUA

La quinua es considerada un producto alimenticio, categorizada dentro la familia de los
pseudo cereales, conocida por gran parte de la poblacion boliviana y requerida por
muchos paises del mundo debido a sus altos valores nutricionales. Su historia es amplia,
cuenta con una data milenaria. La importancia de este producto desde el punto de vista
de los valores nutricionales ha cobrado el interés de la poblacion mundial de paises
como Estados Unidos y el continente europeo entre los mas importantes, logrando que

su requerimiento incentive el incremento de la produccion de quinua habitual.

Bolivia cuenta con el banco de granos mas grande del mundo. Una fundacion custodia
este que es el tesoro dorado de quechuas y aimaras. Quienes lo conocen le calculan unos
10 mil afios de variedades resguardadas y aseguran que por ella no existiria el hambre en
el altiplano. Mas bien, hombres muy fuertes dejaron el legado de su cultivo y su
consumo a sus descendientes andinos. La quinua es originaria de las alturas de los andes
y conservada por quechuas y aimaras, el banco de genotipos de quinua cuenta con sus
3,121 variedades, lo que permite resguardar las variedades silvestres como también, las
variedades modificadas con el transcurrir del tiempo, se pueden evidenciar variedades

multiples tanto en tamafio como en colores variados.

Por otra parte, los granos andinos se diferencian en cuanto a sus fracciones proteicas del

trigo, la cebada y el arroz, porque tienen mayor cantidad de albuminas y globulinas. La
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composicion de aminoacidos en las diferentes fracciones proteicas es variable. Las
proteinas solubles, albuminas y globulinas, tienen mayor contenido de aminoacidos
esenciales especialmente lisina, que proteinas insolubles (prolaminas y gluteinas); por
ello su valor biolégico es superior. La lisina es el primer aminoacido limitante del trigo y

de casi todos los cereales comunes. (Rojas, 2010)

Las proteinas se encuentran en todos los tejidos de los granos, pero las mayores
concentraciones se encuentran en el germen y las capas exteriores. En el caso de los
granos andinos (quinua, cafiahua, amaranto), el nitrégeno de las semillas representa
entre el 25 y 30% de su peso total; esto ayuda a comprender por qué las proteinas de

estos granos andinos se diferencian en cuanto a sus fracciones. (Rojas, 2010).

Gréfico N°1 Variacion del contenido de proteina de 555 accesiones de quinua
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Se debe considerar que se han realizado estudios en los cuales se identifica los
porcentajes de proteina presentes en la quinua, pero de igual manera se evidencia que no
existen datos que validen estos resultados, haciéndolos veraces para futuras

publicaciones.
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6.2.1 Harina de quinua

La harina de quinua, es elaborada a través de un proceso de secado inicial, hasta que el
grano tenga una humedad menor o igual a 11%. La quinua es entonces molida hasta
lograr un producto “panificable”. La harina resultante es incorporada en férmulas para la
elaboracion de pastas y productos de reposteria, en diferentes proporciones, solos o
mezclados con harinas de otros granos. En particular, se ha experimentado en la
incorporacion de quinua en la elaboracion de pan para consumo interno, e incluso se
llegd a dictar un Decreto Supremo que en su articulo primero especificaba que “se
debera incorporar en su componente, sélidos elaborados con harina de trigo, un minimo
de quince por ciento (15%) de cereales como ser soya, maiz, amaranto, cafiahua y
quinua, o combinaciones compuestas entre estos o en forma individual, para constituir
harinas mixtas denominadas “Boliviarina” 14, el cual nunca llegd a implementarse

realmente. (Juan Risi, 2015)
6.2.2 Proteina

Las proteinas son moléculas complejas imprescindibles para la estructura y funcién de
las células. Su nombre proviene del griego proteos que significa fundamental, lo cual se

relaciona con la importante funcién que cumplen con la vida.

Las proteinas se originan a partir de la union de otras moléculas llamadas aminoéacidos,
se agrupan en largas cadenas y se mantienen estables por uniones quimicas Ilamadas

enlaces peptidicos.

Las proteinas pueden ser de varios tipos segun las funciones que cumplen en el
organismo, sin embargo, a grandes rasgos se clasifican en proteinas estructurales y
proteinas con actividad biologica. Las proteinas que consumimos en la diete pueden ser
de cualquiera de los dos tipos sin dependientes de su origen se consideran proteinas
alimentarias, el valor nutritivo de las proteinas viene dado por la mayor a menor

presencia de los aminoacidos esenciales en su composicion.
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Las proteinas son macro moléculas complejas que pueden dar cuenta de mas del 50%
del peso seco de las células, en cuya estructura y funcion juegan un papel fundamental.
Son multiples las que se han aislado y purificado. Su peso molecular oscila entre 5000 y

muchos millones de Dalton. (Fennema, 1993).

Se los considera biopolimeros que tiene en su estructura carbono, hidrogeno, oxigeno,

nitrogeno, algunas tienen azufre, hierro, cobre, fosforo, zinc.

Las proteinas alimentarias son simplemente aquellas que resultan digestibles, no toxicas,

relativamente baratas y organolépticamente aceptables para los seres humanos.

Otro elemento esencial a tener en cuenta a la hora de valorar la importancia de la
determinacion de proteina en los alimentos es la influencia que estas tienen en las
propiedades fisico — quimicas y tecnoldgicas de los alimentos. Asi, por ejemplo, las
propiedades y caracteristicas de calidad de los pseudo cereales estan intimamente

relacionadas con su contenido proteico. (Zumbado, 2004)

Por otra parte, las proteinas se encuentran frecuentemente combinadas fisica y
quimicamente con carbohidratos (glucoproteinas) y lipidos (lipoproteinas), los cuales
influyen en las propiedades reoldgicas de los alimentos y materias primas. (Zumbado,
2004)

6.2.3 Fundamentos tedricos de la determinacion de proteina

El nitrogeno es el elemento quimico mas sobresaliente que se encuentra en las proteinas
y a pesar de no todo el nitrégeno de la materia organica proviene necesariamente de las
proteinas, los métodos de determinacion de proteinas totales usados hoy en dia se

fundamentan en la cuantificacion de nitrogeno total.

El método aceptado universalmente como estandar para la determinacion de nitrégeno

total es el conocido como el método de Kjeldahl — Willfart — Gunninfg.
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En 1883, el danés Kjeldahl trabajo en un método para determinar nitrogeno organico
como parte de sus estudios sobre los cambios en las proteinas de los granos usados en la
industria de bebidas. EI método planteado por Kjeldahl considera tres etapas

fundamentales, ellos son: Digestidn, Destilacién y Valoracion. (Zumbado, 2004)

Para la etapa de digestion, Kjeldahl utilizo originalmente una solucion de permanganato
de potasio con el fin de oxidar toda la materia organica, pero los resultados obtenidos no
fueron satisfactorios. En 1885, Willfarth observo que, realizando la digestion con acido
sulfurico concentrado y en caliente, se obtienen resultados satisfactorios. Cuando afios
mas tarde Gunning sugirio la adicion de sulfato de potasio para elevar el punto de
ebullicion de la mezcla y acortar asi tiempos de digestion. De ahi que el método se
conoce con el nombre de los tres autores, aunque en la actualidad aparece

mayoritariamente reportado como método de Kjeldahl.
Los fundamentos de cada una de las etapas se describen a continuacion.
Digestion:

Se emplea éacido sulfurico concentrado y sulfato de cobre como catalizador, que con
ayuda de calor y sulfato de potasio oxidan la materia organica hasta CO;, y agua y
transforman todo el nitrégeno aminico (NH;) e iminico (N=NH) provenientes de

proteinas y aminoacidos en ion amonio (NHy,).
La reaccion general que tiene lugar es la siguiente:

Materia organica + H,SOse — COgy(g) + H20(6) + SO2(c) + (NH4)2SO4
Varios catalizadores han sido empleados, entre ellos: mercurio, cobre y selenio.

Cuando la digestion termina, la solucion queda transparente, libre de particular
carbonosas. En el caso de haber empleado como catalizador el sulfato de cobre, la

solucién toma un color azul verdoso.
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Destilacion

En la muestra digerida se trata con un alcali (NaOH 40% m/V) afiadido en exceso, el
cual reacciona descomponiendo el sulfato de amonio en amoniaco, que es volatil y se

destila por arrastre con vapor.
La reaccidn que tiene lugar es la siguiente:
(NH4)2 SO4 + 2 NaOH <—>2 NH3(G) + Na,SO, + 2H,0

El amoniaco destilado se recoge en un erlenmeyer con una mezcla de indicadores

(bromo cresol verde — rojo de metilo) y solucion de acido borico.
La reaccidn que ocurre es:

H3BO3; + NH3(6)<—> NH4 BO; +H,0
Valoracion

El borato de amonio formado se valora y utilizando como patron valorante una solucién

estandarizada de &cido clorhidrico, segun:
BO, + H + H,O <~ H3;BO3

El punto final de la valoracion estara a pH acido, por la presencia de &cido bérico

finalmente formado. (Zumbado, 2004)
6.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para poder cumplir con los criterios de validacién establecidos por la Direccion Técnica
de Acreditacion (DTA) se tomaron en cuenta los criterios establecidos por esta

institucion.
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La validacion es la evidencia documental de que procedimientos analiticos conduciran,
con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y exactos, dentro
de las especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos. Otra
definicion de validacion es “el procedimiento para demostrar que el método analitico es

aceptable para el fin que se pretende”. (EURACHEM, 2016)

La validacion de métodos analiticos es una actividad fundamental en los sistemas de
calidad de los laboratorios. El proceso de validacion, guarda una estrecha relacion con la
representatividad de los resultados, dependiendo del objetivo de los analisis y del tipo de

muestra.
Existen dos tipos de validacion: prospectiva y retrospectiva.

Una validacién prospectiva es la que se realiza cuando la verificacion del cumplimiento
de las condiciones establecidas para un proceso 0 método analitico, se lleva a cabo antes
de la comercializacion del producto. Este tipo de validacién se aplica cuando se elabora
un nuevo método analitico. Es tipico en los laboratorios de investigacion y desarrollo, y
se realiza de acuerdo con un protocolo perfectamente planificado. Comprende el estudio

de todos los criterios necesarios para demostrar el buen funcionamiento del método.

Una validacion retrospectiva es la que se realiza para verificar la idoneidad del proceso
analitico. La garantia de la calidad de un producto queda constatada a través de los datos
analiticos del producto ya comercializado. Se aplica a métodos no validados
previamente y de los que se tiene una amplia historia de resultados.

6.3.1 Métodoy herramientas de analisis estadistico

Las medidas estadisticas que se utilizaron en la validacion del método analitico para la

cuantificacion de proteina cruda por micro Kjeldahl, fueron:
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a) Media

Media aritmética o promedio, es la cantidad total de la variable distribuida a partes
iguales entre cada observacion. En términos matematicos, es igual a la suma de todos

sus valores dividida entre el nimero de sumados.

nY, xi
on

Donde:
xi = valor de una lectura

N = nUmero de lecturas

b) Desviacion estandar (s, S)

Es la medida de como se dispersan los valores de la media en la distribucion de valores.

La desviacion estandar ¢ para toda la poblacion de valores n estd dada por:

En la practica usualmente se analiza una muestra y no la poblacion, la desviacion
estandar de la muestra esta dada por el promedio de lejania de los valores obtenidos

respecto del promedio.

\/nZi =1 (xi — X)*

n—1

S =

Donde:

xi = valor de lectura
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X = promedio de totalidad de lecturas
n = numero de lecturas

c) Coeficiente de variacién (CV)

Desviacion estandar dividida por la media. También es conocida como la desviacién

estandar relativa (RSD). El coeficiente de variacion puede ser expresado en porcentaje.

Sx 100

%CV = e

Donde:

S = desviacion estandar de las lecturas

X = promedio de la totalidad de lecturas.

d) Varianza

Es una medida de dispersion definida como el cuadrado de la desviacién estandar.

_nYi=1(xi—X)?

S2
n—1

Donde:

xi = valor de una lectura

X = promedio de la totalidad de lecturas
n = namero de lecturas

e) Pruebat — Student
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Esta prueba permite comparar las medidas de dos grupos de datos y determinar si entre
estos pardmetros las diferencias son estadisticamente significativas.

En la prueba t se pretende determinar el valor t de estudent calculado, obteniendo de las
experiencias analiticas, y este valor posteriormente se compara con el llamado valor
critico, este valor critico se obtiene de las tablas de t student para un determinado
porcentaje de confiabilidad (normalmente se utiliza el 95% de confianza, es decir, un
valor de0,05). Si no existen diferencias significativas entre 2 grupos, el t calculado

deberia ser inferior al t critico (0 conocido también como t de tablas).
f) Test de Cochran

Determina que los resultados pertenecen a la misma poblacién estadistica mediante el
calculo el C estadistico el cual una vez calculado es comparado con el valor tabulado

existente en tablas en caso de incumplimiento se puede eliminar los datos anémalos.
g) Test de Grubbs

Se basa en la relacion de la diferencia del valor individual con el promedio general. Con
la dispersion se compara con el valor tabulado existente en tablas tanto para 95% y 99%
de confianza. En caso de superar el 99% se considera el valor como outlier pero si esta

entre 95% y 99% se considera sospechoso.
6.4 CARACTERISTICAS DE LA VALIDACION

La validacion consiste en la evaluacion del desempefio de los métodos de ensayo, de
forma de demostrar que estos se ajustan a las condiciones operativas del laboratorio y se

confirma su correcta aplicacion en las condiciones mencionadas.
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6.4.1 Parametros de validacion/verificacion

De acuerdo al criterio DTA-CRI-011-2015 Estimacién de la incertidumbre de las

mediciones en laboratorios de ensayo, los métodos de ensayo se clasifican en:

Cuadro N°1 Categoria para la realizacion de validacion/verificacion.

Categoria

I Ensayos cualitativos o semi — cuantitativos, para los cuales no se

solicita estimacién de la incertidumbre de medicién.

I Métodos de ensayo reconocidos y validados, que especifican

sobre el sesgo del método.

limites para los valores de las principales fuentes de incertidumbre,

la forma de presentacion de los resultados calculados y/o datos

Il Métodos de ensayo quimicos, ambientales y normalizados

tipos de ensayo, se debe estimar la incertidumbre.

publicados en revistas cientificas especializadas, métodos
regulatorios y de consenso utilizado sin ninguna modificacién para

los que no se ha definido incertidumbre de medicion. Para estos

v Métodos desarrollados por el laboratorio,

incertidumbre de medicidn.

no
normalizados, métodos normalizados fuera del alcance previstos y
métodos normalizados que hayan sufrido ampliaciones y
modificaciones en su uso previsto primero requieren ser validados.

Para estos métodos se debe realizar la estimacion detallada a la
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Fuente: (DTA-CRI-011-2015). Estimacion de la incertidumbre de las mediciones en

laboratorios de ensayo

Los métodos de ensayo presentan diferentes caracteristicas, segun estos podemos definir

si los mismos deben ser verificados o validados.

Cuadro N°2 Verificacion de Métodos.

METODO
CUANTITATIVO

METODO CUALITATIVO

VERIFICACION

Rango lineal (cuando sea
aplicable)

Limite de deteccion (cuando
sea aplicable)

Limite de cuantificacion
(cuando sea aplicable)
Repetibilidad
Reproducibilidad interna o

precision intermedia

Sesgo

Sistema de control interno de
calidad de

control:

las variables de
personal, equipos,
materiales, reactivos,

instalaciones, condiciones

ambiéntales y medios de
control
La participacion en

comparaciones Inter
laboratorios y programas de
ensayos de aptitud acordes
con DTA-CRI-015 Politicas
sobre comparaciones
interlaboratorios y programas

de ensayos de aptitud.
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VALIDACION

Rango lineal

Limite de deteccion (cuando

sea aplicable)

Limite de cuantificacion
(cuando sea aplicable)
Repetibilidad
Reproducibilidad interna o
precision intermedia
Reproducibilidad

Sesgo

Especificidad (cuando sea
aplicable)

Robustez (cuando sea
aplicable)

Incertidumbre

Especificidad,

Limite de deteccién

(sensibilidad),
Falsos positivos,
Falsos negativos,

Exactitud relativa (si

necesario).

fuera

Fuente: Elaboracion Laboratorio de Control de Alimentos (LCA)

Referencia: (Moya, 2017)

6.4.2 Validacion de métodos

La validacion de un método de ensayo debe incluir las caracteristicas mencionadas en el

Cuadro N°1 en comparacion a un método de referencia o material de referencia

certificado.
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La persona responsable por la validacion en el laboratorio debe determinar de antemano
los objetivos de desempefio del método y asegurar que estos objetivos se alcanzan

durante la validacion.

6.5 INTERVALO DE TRABAJO

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analitico o los valores de la propiedad relacionada, sobre los cuales
el método puede aplicarse. Note que esto se refiere al intervalo de concentraciones
(Figura N°1) o a los valores de la propiedad relacionada, de las disoluciones medidas
realmente mas que de las muestras originales. En el extremo inferior del intervalo de
concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de deteccion y/o
cuantificacion. En el extremo superior del intervalo de concentracion, las limitaciones
seran impuestas por varios efectos que dependen del sistema de respuesta del

instrumento. (Moya, 2017)
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Figura N°1 Intervalo de trabajo
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Fuente: (Moya, 2017)
6.5.1 Intervalo lineal

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal. Dentro del
intervalo lineal la sefial de respuesta tendra una relacion lineal con la concentracion del
analito o del valor de la propiedad relacionada. La extensidon de este intervalo puede

establecerse durante la evaluacion del intervalo de trabajo.

Note que los calculos de regresion por ellos mismos, son insuficientes para establecer la
linealidad. Para hacer esto, puede ser suficiente una inspeccidn visual de la linea y de los
residuales (Figura N°2). Existen pruebas objetivas tales como las pruebas de bondad de

ajuste que contintian siendo las mejores. (Moya, 2017).
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Figura N°2 Intervalo Lineal

VALOR MEDIDO

MATERIALDE REFERENCIA

Fuente: (Moya, 2017)
6.6 LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION

El limite de deteccidn es una caracteristica de las pruebas de limite, es decir, la cantidad
mas baja de analito que pueden detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, bajo las
condiciones experimentales establecidas (FiguraN°3). De esta manera, las pruebas de
limite solamente fundamentan que la cantidad del analito esta por encima o por debajo

de un nivel de seguridad. (Arias, 2014)
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Figura N°3. Limite de Deteccion

Limite de Limite de
Ye decision deteccion

35,

Fuente: (Moya, 2017)

Limite de cuantificacion de un procedimiento analitico individual es la cantidad mas
baja de analito individual es la cantidad mas baja de un analito en una muestra que se
puede determinar cuantitativamente con precision y exactitud adecuada. El limite de
cuantificacion es un parametro de ensayos cuantitativos para niveles bajos de
compuestos en matrices de muestra, y se utiliza en particular para la determinacion de

impurezas y/o productos de degradacién. (ICH Tema Q2, 1995).

Luego de determinar estos parametros lo que se espera es tener definido las siguientes

zonas (Figura N°4):
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Figura N°4. Zona de deteccion y cuantificacion

Zonade Deteccion

Concentracionen las Muestras

Fuente: (Moya, 2017)
6.7 PRECISION

Normalmente, la “precision” se determina para circunstancias especificas las cuales en la
practica pueden ser muy variadas. Las medidas de precision mas comunes son la
“repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Estas representan las dos medidas extremas de
precision que pueden obtenerse. La repetibilidad (la precision més pequefia esperada)
dara una idea de la clase de variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un
solo ensayista, con un equipo en un periodo corto de tiempo, es decir, es la clase de
variabilidad que se espera entre resultados cuando una muestra se analiza por duplicado.
Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos, entonces una
medida de precision més significativa a usarse es la reproducibilidad (ésta es la medida
de precision mas grande normalmente encontrada, a pesar de que formalmente se
excluye la variacién con respecto del tiempo). Puede ser que para algunos casos
particulares sea mas util una medida intermedia de la precision, por ejemplo, la precision
medida entre diferentes ensayistas, en periodos de tiempo prolongados dentro de un solo
laboratorio. Esto algunas veces se conoce como “precision intermedia” (Figura N°5),
pero las condiciones exactas deberan ser especificadas. La precision se determina por lo
general en términos de la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa. Tanto la
reproducibilidad como la repetibilidad dependen generalmente de la concentracion del

analito y deben determinarse a varias concentraciones y de ser pertinente, debera
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establecerse la relacién entre la precision y la concentracion del analito. La desviacion
estandar relativa puede ser mas Util en este caso puesto que la desviacion estandar
dividida por la concentracion es practicamente constante dentro del intervalo de interes,

a condicion de que éste no sea demasiado grande. (Moya, 2017)

Figura N°5 Dispersion y posicion de los Resultados

Dispersion
(Errores Aleatorios)

Valorconvencionalmente
verdadero

Fuente: (Moya, 2017)
6.7.1 Condiciones de los estudios de precision

Las condiciones a seguir, para el estudio de precision deben considerar tres parametros
(Figura N°6).
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a) Repetibilidad

Es la precision bajo las condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones donde los
resultados de analisis independientes se obtienen con el mismo método en items de
analisis idénticos en el mismo laboratorio por el mismo operador utilizando el mismo

equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo. (1SO 3534-1-1995)
b) Reproducibilidad

Es la precision bajo las condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones donde los
resultados de los analisis se obtienen con el mismo método en items idénticos de analisis

en distintos laboratorios, con diferentes operadores, usando distintos equipos.

Nota: una declaracion valida de reproducibilidad requiere especificacion de las

condiciones cambiadas.

La reproducibilidad se puede expresar en forma cuantitativa en términos de dispersion
de los resultados. (ISO 3534-1-1995)

¢) Precision intermedia

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma
muestra, pero en condiciones operativas diferentes, mismo método, muestra e
instalacion, pero diferente equipo, reactivo, material de referencia, condiciones
ambientales, tiempo y operador. (1SO 3534-1-1995)
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Figura N°6 Condiciones de Repetibilidad (S)),

Reproducibilidad (Sg)

Precision

Intermedia  (Sw),

Estudios de Precision

( ) v \ V \
Variables Repetibilidad I:tr:rcr:?dr;a Reproducibilidad
Y J ) \ J
1 ]

( ) * N\ * N
Muestra Mismo Mismo Mismo
Método Mismo Mismo Mismo

Equipos Mismo Diferente Diferente
Reactivos Mismo Diferente Diferente
MR/MRC Mismo Diferente Diferente
Instalaciones Mismo Mismo Diferente
Cond. Amb. Mismo Diferente Diferente
Tiempo Mismo Diferente Diferente
Personal Mismo Diferente Diferente

. J J \ J

Fuente: (Moya, 2017)

6.7.2 Resultados obtenidos

Luego de determinar estos parametros (Repetibilidad, precision intermedia vy

reproducibilidad), lo que se espera es tener definido los limites de dispersion del método

en estudio. (Figura N°7)
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Figura 7. Limites de Precision

Fuente: (Moya, 2017)
6.8 EXACTITUD

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero (La definicién en
ISO 3534-1-1995 se ha adoptado en este documento). La validacién de un método busca
cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando tanto los efectos
sistematicos como los aleatorios sobre los resultados. Normalmente la exactitud se
estudia en dos componentes: la “veracidad” y la “precision”. La veracidad (de un
método) es una expresion de que tan cercana se encuentra la media de un conjunto de

resultados (producidos por el método) respecto del valor real.

Normalmente, la veracidad se expresa en términos de sesgo. La “precision” es una
medida de que tan cercanos estan los resultados unos con respecto a los otros y por lo
general se expresa mediante medidas tal como la desviacion estandar la cual describe la
dispersion de los resultados (Figura N°8). Adicionalmente, una expresion cada vez mas
comun de exactitud es la “incertidumbre de medicion”, la cual proporciona una figura

Unica de expresion de la exactitud. (Moya, 2017)
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Figura N°8 Componentes de la Exactitud

Veracidad

- Sesgo

Fuente: (Moya, 2017)
6.8.1 Veracidad

La evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la media de
los resultados de un método con relacion a valores conocidos, es decir, la veracidad se
determina contra un valor de referencia (o sea, un valor verdadero o un valor verdadero
convencional). Se dispone de dos técnicas basicas: la verificacion con respecto a los
valores de referencia de un material caracterizado o de otro método caracterizado. Los
valores de referencia son idealmente trazables a patrones internacionales. Los materiales
de referencia certificados por lo general se aceptan como medio de proveer valores

trazables y, por lo tanto, el valor de referencia es el valor certificado del MRC.
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6.8.2 Sesgo

De acuerdo a Guia Técnica No.1 del (ISPCH, 2010) es la diferencia entre la expectativa
relativa a los resultados de un ensayo o una medicion y el valor verdadero. En la préactica
el valor convencional de cantidad puede sustituir el valor verdadero. El sesgo es el error
sistematico total en contraposicion al error aleatorio.

Para determinar el sesgo puede utilizarse material de referencia, material fortificado o
material control. Se debe medir un analito de concentracién conocida y se determina la

diferencia en valor absoluto entre el valor conocido y la media del valor obtenido.

Figura N°9Componentes del sesgo

Valor Medido Valor Verdadero
(Media del Laboratorio)

Sesgo Total

Media Interlaboratorio

Sesgo del Laboratorio Sesgo del Método

Fuente: (Moya, 2017)

La Figura N°9 muestra los dos componentes del sesgo referidos aqui como los
componentes debidos al método y al laboratorio. El sesgo del método surge de los
errores sistematicos inherentes al método cualquiera que sea el laboratorio que lo usa. El
sesgo del laboratorio surge de errores sistematicos adicionales caracteristicos del
laboratorio y de la interpretacion que éste hace del método. En forma aislada, un
laboratorio puede estimar solamente el sesgo combinado. Sin embargo, en la

verificacion del sesgo, es importante estar al tanto de las convenciones correspondientes
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al propdsito que se tiene en mente. Por ejemplo, en muchas normas para alimentos, los
limites normativos se establecen en términos de los resultados obtenidos por el método
de referencia. El sesgo que surge Gnicamente del método especifico se compensa y la
comparabilidad con otros laboratorios que utilizan el mismo método es la principal
preocupacion. El sesgo total determinado por un laboratorio particular durante la
validacion debe entonces compararse con cualquier sesgo reportado para el método

normalizado.

Sin embargo, para la mayoria de los propositos, la aceptacion del sesgo debe decidirse
sobre la base del sesgo total medido contra materiales o métodos de referencia
apropiados, tomando en cuenta la precision del método, la incertidumbre en los valores

de los materiales de referencia y la exactitud requerida para el uso pretendido.
6.9 ESPECIFICIDAD

En general, se dice que los métodos analiticos consisten de una etapa de medicion la
cual puede o no ser precedida de una etapa de separacion. Es necesario establecer que la
sefial producida en la etapa de medicion o alguna otra propiedad medida, la cual se
atribuye al analito, se debe Unicamente al analito y no a la presencia de algo quimica o
fisicamente similar o que surja como una coincidencia. Esta es la confirmacion de la
identidad. La interferencia de otros compuestos en la medicion del analito, dependera de
la efectividad de la etapa de separacion y de la selectividad/especificidad de la etapa de
medicion. La selectividad y la especificidad son medidas que garantizan la confiabilidad
de las mediciones en presencia de interferencias. La especificidad se considera
generalmente que es el 100 % de la selectividad, pero el acuerdo no es universal. Si la
etapa de medicion no es especifica, es posible declarar que ciertos analitos no
interfieren, habiendo primero verificado que éste es el caso. Es bastante dificil establecer
que nada interfiere ya que siempre existe la posibilidad de encontrar alguna interferencia
no reconocida hasta el momento. Habrad casos en que ciertas interferencias quimicas

podrian ser identificadas por un método en particular pero que la oportunidad de
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encontrarlas en la vida real sea improbable. El analista debe decidir en qué punto es
razonable terminar de buscar interferencias. Estos parametros se aplican a los ensayos

tanto cualitativos como cuantitativos.

Usualmente, la selectividad de un método se investiga mediante el estudio de su
capacidad para medir el analito de interés en porciones de prueba a las cuales
deliberadamente se han introducido interferencias especificas (aquéllas que se cree
probable estén presentes en las muestras). Si no se esta seguro de que las interferencias
estan presentes, la selectividad de un método se puede investigar estudiando su

capacidad de medir el analito comparado con otros métodos o técnicas independientes.

Las pruebas a realizar para asegurar la selectividad o especificidad del método podran
ser diferentes en funcion del tipo de muestra a ensayar, la técnica utilizada, la
informacion bibliogréafica disponible, etc. Entre las pruebas més utilizadas se encuentran

las siguientes:

v" Método de adiciones, comparando los resultados (o la respuesta) de la muestra
que contiene las posibles interferencias con el resultado de otra muestra sin
dichas interferencias.

v' Comparaciéon de los resultados obtenidos por un método, con los resultados
obtenidos por otro método (método de confirmacién). Es importante que el
método de confirmacion sea un método normalizado.

v' Trabajar con los datos del proceso de verificacion del modelo lineal, en este caso
si el modelo es lineal la pendiente debe ser constante en todo el rango de trabajo,
esto muestra que el método es selectivo/especifico en dicho rango. (Moya,2017)

v Test mediante adicién de un estandar ("Spiking").
6.10 ROBUSTEZ

Una medida de la efectividad del método analitico es qué tan buen desempefio se
mantiene aun sin una implementacién perfecta. En cualquier método habra ciertas
11-34



etapas las cuales, si no se llevan al cabo con suficiente cuidado, tendran un efecto
severo sobre el desempefio del método y pueden dar como resultado que
definitivamente, el método no funcione. Estas etapas deben identificarse como parte
del desarrollo del método y si es posible, debe evaluarse su influencia sobre el
desempefio del mismo por medio de “pruebas de robustez”. Esto incluye aplicar

variaciones deliberadas al método y estudiar el efecto resultante en el desempefio.

El objetivo de la prueba de robustez es optimizar el Método de Ensayo y describir que
bajo las condiciones establecidas (incluidas sus tolerancias) se pueden obtener
resultados suficientemente exactos con una alta seguridad, de manera que el
procedimiento funcione confiablemente si se utiliza en otros laboratorios o después de

largos intervalos de tiempo.

Un método es méas robusto entre menos dependan los resultados del ensayo de una
modificacion en las condiciones de éste. Al desarrollar un nuevo Método de Ensayo
debe determinarse la modificacion de los resultados por el cambio en las condiciones

del ensayo.
La sistematica para la evaluacion de la robustez de un método de ensayo es:

a. Conocer las condiciones de medicion

b. Definir las condiciones que afectan al método de ensayo

c. Seleccionar el objeto de evaluacion de la conformidad a ser utilizado (MRC,
MSC, Muestra)

d. Realizar mediciones bajo las condiciones modificadas

e. Calcular la exactitud

f. Establecer niveles de influencia para cada una de las variables modificadas.
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6.11 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE MEDIDA EN BASE A
DATOS DE VALIDACION

Es el parametro asociado con el resultado de una medida, que caracteriza la dispersién

de los valores que se pueden atribuir razonablemente al analizado.

Nota: el parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion estandar (o maltiplo dado de
ella) o la amplitud de un intervalo de confianza. La Incertidumbre de medidas
comprende, en general, muchos componentes. Algunos de estos componentes se pueden
evaluar a partir de la distribucion estadistica de los resultados de una serie de medidas y
se pueden caracterizar por desviaciones estandar experimentales. Los otros componentes
que también se pueden caracterizar por desviaciones estandar, se evallan las
distribuciones de probabilidad asumida, basadas en la experiencia u otra informacion. Se
entiende que el resultado de medida es la mejor estimacion del valor del analizado y que
todos los componentes de incertidumbre, que incluyen aquellos que surgen de efectos
sistematicos, tales como componentes asociados con las correcciones y estandares de

referencia, contribuyen a la dispersién. (VIM, 1993)

Al contar con dos fuentes de incertidumbre se asume, como un todo a cada método de
ensayo Yy a esto se conoce como incertidumbre global, y este es el enfoque valido para su
estimacion (segun DTA-CRI-011).

ure = 'Jl'ulel{sisbem&:icc}j }Z + l'-urella eatorio | :r

6.11.1 Estimacion de incertidumbre en base al componente aleatorio

Este método es valido si se supone que el mayor aporte de incertidumbre se debe al

componente aleatorio en condiciones de reproducibilidad.

Es necesario especificando el factor de cobertura y el porcentaje de confianza.
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6.11.2 Estimacion de la incertidumbre en base al componente sistematico y
aleatorio

En este caso la incertidumbre es la combinacion de ambos componentes. La sistematica

para estimacién es:

a) Calcular la precision intermedia S,

b) Calcular la desviacion del sesgo DESR;

c) Combinar ambos componentes en términos relativos
d) Estimar la incertidumbre u

e) Expandirla para poder expresarla

f) Especificar el factor de cobertura y el porcentaje de confianza.

7. METODOLOGIA

7.1  EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS Y MATERIALES DE
REFERENCIA

Equipo Imagen

Balanza analitica METTLER TOLEDO
ME 204

Carga: max. 220g — min. 0,19

Precision: 0,001 g

Certificado de Calibracion: LP — CCB-0608 -2018

Calibracion anual de acuerdo a programa de
calibracion Laboratorio de Control de Alimentos
(LCA)
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Termo higrémetro
E.T.I8711
Certificado de calibracién LP-CCH-0559-2018

Calibracion anual de acuerdo a programa de
calibracion Laboratorio de Control de Alimentos
(LCA)

Estufa de pozo seco

GERHARD

KB/KBL

T°max. 410 °C

Certificado de calibracion LP-CCT-0502-2018

Calibracion anual de acuerdo a programa de
calibracion Laboratorio de Control de Alientos
(LCA)

Destilador Kjeldahl
GERHARD
VAP 300

Verificacion mensual de acuerdo a procedimiento de
verificacion de equipos Laboratorio de Control de
Alimentos (LCA)
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Agitador magnético
IKAMAG RCT

RET — G 396006

Bureta Graduada
LMS - ALEMANIA
Clase AS
Capacidad de 25 ml y dispensacion de 0.5 ml
Certificado de calibracion LP-CCV- 0871-2018

Calibracion anual de acuerdo a programa de
calibracion Laboratorio de Control de Alimentos
(LCA).

Dispensador de acido bérico
BRINKMANN DISPENSETTE
BRAND W GERMANI
Capacidad de dispensacion: 5 ml

Calibracion anual de acuerdo a programa de
calibracion Laboratorio de Control de Alimentos
(LCA)
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Reactivos

Denominacién

Calidad de Compra

Sulfato de Potasio

Alcalimetria 99 % p.a. PM= 174,26
g/mol Merck

Sulfato de cobre Penta hidrato

p.a. PM= 249,68 g/mol Merck

Acido sulfirico

Pureza de 95 a 97% Merck

Hidréxido de sodio

Acidimetria 99% PM= 40 g/mol Merck

Acido clorhidrico

Al 37% p.a. Merck

Rojo de metilo

pH con rango de 4,5 a 6,2 PM= 269,31
g/mol Merck

Verde de bromo cresol

pH con rango de 3,8 a 5,4 PM=
698,04g/mol Merck

Acido Bérico

Alcalimetria de 99,5 a 100,5 % p.a
Merck

Sulfato de amonio

Pureza de 99,9999 % PM= 132,14
g/mol Merck

Agua destilada
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Materiales de referencia

Material de referencia certificado:
IBMETRO: LP-CMO-0642-2018
Harina de Quinua

Valor asignado: 2,12 £ 0,14

Fecha de vencimiento: 2019-11-30

Material de referencia secundario:
IBMETRO: EA-LI-054

Harina de Trigo

Valor Asignado: 1,60 + 0,13

Fecha de vencimiento: 2019-11-30

Material de referencia secundario:
IBMETRO: EA-LI-044

Expeller de soya

Valor Asignado: 7,47 £ 0,09

Fecha de vencimiento: 2019-05-30
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7.2. PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINA CRUDA
EN HARINA DE QUINUA

7.2.1. Preparacion de las muestras

El muestreo por cuarteo se realiza en cada muestra en particular, siguiendo los siguientes

pasos:

a) Abrir la bolsa o envase en el que se encuentra la muestra.
b) Pasar la muestra a una bandeja de plastico, homogenizar y uniformarla

de manera que quede bien distribuida en la base de la bandeja.

c) Dividir con la ayuda de una espatula el contenido (muestra) que se encuentra en la

bandeja en cuatro partes iguales, denominandose: Parte A, B, C, D.

d) Tomar las partes Ay D y descartarlas, devolviéndolas a su envase original.

0

Muestra

(
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e) Trabajar con las partes B y C que quedaron en la bandeja homogenizar y uniformar

nuevamente para dividir en cuatro partes iguales: A, B, Cy D.

f) Tomar las partes B y C y descartarlas, devolviéndolas en su envase original.

N
A B o
—_— >
C D Muestra
N~

g) Las partes que quedan en la bandeja se constituyen en la porcion de ensayo la cual es

trasladada a una caja petri de vidrio con tapa.

. =

7.2.2. Desarrollo
a) Porcién de ensayo.

Pesar con una precision de 0,001g, una masa de 0,30 g = 0,05 de muestra preparada de

acuerdoa 7.2.1
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b) Digestion.

Colocar en el centro del platillo de la balanza analitica, el soporte de tubo Kjeldahl, y
dentro de é€l, él tubo de digestion de manera que quede en forma vertical para facilitar la
pesada, tarar, seguidamente con ayuda de una espatula incorporar la cantidad de muestra
obtenida segun 7.2.1. teniendo el cuidado de no dejar caer restos de muestra proximo al
platillo de la balanza analitica, en caso de que ocurriera esto con ayuda de una escobilla

retirarlos

Seguidamente afiadir a cada tubo de digestion:

- 0,9 g de sulfato de potasio
- 0,10 g de sulfato de cobre x 5H20 (11)
- 3 ml de &cido sulfarico
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Realizar la digestion en la estufa de pozo seco, introduciendo los tubos con todos los
reactivos en cada pozo de manera individual, digerir por un tiempo de 3 horas desde que
éste, ha alcanzado la temperatura de (400°C+10°C) hasta obtener una solucién limpida
de color azul verdoso sin manchas negras. Una vez transcurrido este tiempo, apagar la
fuente de calor del equipo digestor, dejar enfriar los tubos hasta temperatura ambiente,

luego trasladarlos a la gradilla.

c¢) Destilacion

Colocar el tubo con el contenido digerido en la parte izquierda del destilador Kjeldahl,
introducir la sonda y sujetar con ayuda del soporte del tubo, verificar que el tapén de
goma calce a la medida en la boca del tubo para evitar fugas.

Colocar 25 ml de acido borico al 4% en el matraz Erlenmeyer de 250 ml y 10 gotas de
indicador (Solucién A verde de bromo cresol (C,1H14BrsOsS); 200 mg disuelto en
Etanol (C,HsOH) v/v, cantidad suficiente para 100 ml de solucion. Solucién B Rojo de
metilo (C15H1sN30,) anhidro; 200mg Etanol (C,HsOH), v/v, cantidad suficiente para
100 ml de solucion, a partir de estos dos se prepara el indicador de proteina en una
proporcién de rojo de metilo — verde de bromo cresol (1:5)en este caso la proporcion de

mezcla de indicadores que dara origen al indicador de proteinas es importante de, el
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dependera visualizar el cambio de viraje), luego colocar el matraz en el platillo
recolector del equipo destilador Kjeldahl,de tal manera que la manguera quede

sumergida en la mezcla &cido bérico- indicador.

En el panel de control programar (cantidad de agua, cantidad de hidroxido de sodio,
tiempo de mezcla, tiempo de destilacion, tiempo de desecho y potencia) la cantidad de
agua es de 10 ml, de hidréxido de sodio al 40% es de 10 ml el tiempo de destilacion es
de 2 minutos a potencia de 80 % la cual garantiza la completa liberacion de amoniaco al

concluir el tiempo de destilacion el desecho de residuo es automatico.

Recibir hasta 100 ml de la graduacion del matraz Erlenmeyer que contiene acido bérico.
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Una vez obtenido el destilado realizar la correspondiente titulacion con solucién de
acido clorhidrico 0.052 N con la ayuda de un agitador magnético, hasta primer cambio

de coloracion.
d) Preparacion de blanco de reactivo
El blanco de reactivo se realiza por duplicado pesando:

- 0,9 g de sulfato de potasio
- 0,10 g de sulfato de cobre x 5H20 (11)
- 3 ml de acido sulfurico

Una vez pesado los reactivos se realiza los mismos pasos de b) y c).

Una vez concluida la destilacion de todas las muestras y el blanco lavar el equipo
dejando limpio sin rastros de hidroxido y sin el flujo de agua, cerrando el grifo y
apagandolo. Limpiar con un pafio himedo el exterior del equipo.

e) Registroy expresion de resultados

Contenido de nitrogeno (N%b)

Se obtiene usando la siguiente ecuacion:

(VgMuestra — VgBlanco)
%N = M X 0,014 X N x 100 = g/100g

Donde:

Vg Blanco = es el volumen en mililitros, de acido clorhidrico en solucién 0,052 N

empleado en el blanco.
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Vg Muestra=es el volumen en mililitros, de acido clorhidrico en solucion 0,052 N

empleado en la muestra.

0,014 = es el valor, en gramos, de la cantidad de nitrogeno equivalente para el uso

de 1 ml de solucién 0,05 mol/l de &cido clorhidrico.

N = es la normalidad real del acido clorhidrico en solucion empleado en la
titulacion 0,052N

CM = es la masa en gramos de porcién de ensayo
Expresar los resultados con dos decimales.
f) Calculo de proteina cruda
Proteina cruda = F; x %N
F = factores de transformacion del nitrégeno a proteina (Véase Tabla N°1):

Tabla N°1 Factores de Conversion de nitrégeno a proteina.

Producto Factor de conversién
de nitrogeno a

proteina

Trigo normal 5,7

Trigo Durum 5,7

Productos de la 5,706,25

Trigo para pienso 6,25

Cebada 6,25
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Avena 5,76 6,25
Centeno 5,7
Triticale 6,25
Maiz 6,25
Quinua y derivados 6,25

Fuente: (ISO 20483-2013)
7.3. DETERMINACION DE PARAMETROS DE VALIDACION

Material de Referencia Certificado: es aquel acompafiado por la documentacion emitida
por un organismo autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades
especificadas, con incertidumbres y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos
validos. (VIM, 1993)

Material secundario, se considera como material secundario a los restos de ensayos de
aptitud que comercializa el Instituto Boliviano de Metrologia (IBMETRO) con valores
de referencia obtenidos por consenso con los laboratorios participantes en las rondas

interlaboratoriales.
7.3.1. Rango lineal

Se realizo6 la determinacion en tres niveles de concentracion de proteina (véase Tabla

N°2), se trabajo en cada nivel con 10 repeticiones por duplicado.
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Tabla N°2 Niveles para el estudio del rango lineal

Nivel Matriz Concentracion NUmero Tipo
de datos

1 |Harina de trigo 1,60 g/100g £ 0,13 20 Material secundario
g/100g de nitrégeno

2 |Harina de| 2,12 9/100g +0,14 20 Material de referencia

Quinua 9/100g de nitrogeno certificado
+

3 Expeller de soya 7,479/100g + 0,09 20 Material secundario

g/100g de nitrégeno

Fuente: Elaboracion Propia

a) Se calculd los promedios con un decimal més que los datos originales en cada

nivel:

- 1y ”
Yy = n_Zyijk Ecuacion (1)

ij k=1

b) Se calculé la desviacion estandar en cada nivel:

2

S, Z\/n__l_li(yijk _9“) Ecuacion (2)
ij

k=1

c) Inmediatamente se evaluaron los resultados y si se detectan datos anémalos estos
pueden ser eliminados en el proceso no se identificaron datos anomalos.
d) Test de Cochran’s
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Consiste en calcular el estadistico C

S} max Ecuacion (3)

C

y compararlo con el valor tabulado (Anexos) en caso de incumplimiento se puede pensar

en eliminar esos datos.
e) Test de Grubbs
Primera evaluacién

Consiste en calcular el estadistico Gj

91] _7]' Ecuacién (4)
1 P =
o

Y comparar con el valor tabulado (Anexos) tanto para 95% y 99% de confianza. En caso

ij

de superar el 99% se considera el valor como outlier pero si esta entre 95% y 99% se

considera sospechoso.
» Relacion entre el valor de referenciay la respuesta obtenida por el método

Con los datos ya evaluados se debe realizar una correlacién lineal entre el valor medido

con los valores de referencia.
Se calculael valordea,byr.
Establecer un modelo lineal de acuerdo al siguiente procedimiento:

y; =a+by; Ecuacion (5)
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Calcular la pendiente y el intercepto

39,4y =5 ET Ecuacion (6)

g = i i1 Ecuacion (7)

q A q = .,
DN O N’ Ecuacion (8)
291' Y= = =
r= j=1 q
q N 2 q = 2
& no [;yjj L =2 ;yjj
;yj g ;yj * q
Calcular la covarianza
= q — (= = -,
COV(§/j,yj)= ; (Qj - 9)* (yj _y) Ecuacion (9)
j=1

Calcular la varianza residual

q =

y.—l@a+b*y.

_ lel(’ ( J))Z Ecuacién (10)
SV/X q_z

Con la varianza residual y el intercepto se calculd el intervalo lineal.
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> Evaluacion de la linealidad

Con los valores de la linealidad se calcula la correlacion lineal significativa t; a través de

la siguiente formula:

Ecuacion (11)

Comparar t, con el valor tabulado ty, con un grado de significacion del 95% y (p-2)

grados de libertad.

v' Si t; > typ existe correlacién entre los valores de referencia y la respuesta del
método, Yy el intervalo estudiado es lineal.
v Si t<typ No existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del

método, y el intervalo estudiado no es lineal.
También comprobar la covarianza

v' Si COV =0, el sistema este incorrelacionado
v COV <0, el sistema tiene una proporcionalidad indirecta

v' COV > 0, el sistema tiene una proporcionalidad directa
Por lo tanto:

» Prueba de Hipdtesis en la linealidad de la respuesta analitica
Hipétesis nula (Ho): EI método en el intervalo estudiado no es lineal.
Hipdtesis de investigacion (H;): EI método en el intervalo estudiado es lineal.
Por lo tanto, se establece con los resultados obtenidos que:

Se rechaza la hipétesis nula H,.
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Se acepta la hipdtesis de investigacion H;.
7.3.2. Limites de deteccidn y cuantificacién

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de los datos de estudio

del intervalo lineal.

Se realizo una correlacion lineal entre el valor medido con los valores de referencia, a

estos datos se aplico la varianza residual y el intercepto.

Podemos encontrar los limites de deteccién y cuantificacion aplicando las siguientes

formulas:

Ya=a+3Sy, Ecuacion (12)
Ye =a+10Sy, Ecuacion (13)

Siendo:

a = El termino independiente de la recta de regresion
Syix= Varianza residual

7.3.3. Precision y repetibilidad

Se trabajo en tres niveles de concentracion de proteina se manejaron 5 datos por

duplicado en cada nivel. (Tabla N°3)
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Tabla N°3Niveles para el estudio de precisién y Repetibilidad

Nivel Matriz Concentracion Numero de Tipo
datos
1 IHarinade trigo | 1,60 9/100g 0,13 10 Material secundario
g/100g de nitrogeno
2 2,12 g/100g + 0,14 Material de referencia
Harina de Quinua 9/100g de nitrogeno 10 certificado
3 7,47 g/100g + 0,09 . :
Expeller de soya g 10 Material secundario
g/100g de nitrogeno

Fuente: Elaboracion Propia

Para determinar la repetibilidad y precision intermedia se realizo lo siguiente:

Se realizaron mediciones dentro del intervalo lineal en distintas concentraciones.
Se realizaron 5 mediciones por duplicado para cada nivel de concentracion

Evaluacién de Resultados

La evaluacion consiste en:
a) Calculo de la Repetibilidad y Precisiéon Intermedia
Con los datos ya depurados

Se calculé los promedios de cada nivel
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p

D .,
m, =y, =+ Ecuacion (14)

> (1, - 152
Sz.:i; v Ecuacion (15)
]

_Zp:(nij_l)

>, -1
g2 - " ’ Ecuacion (16)

52 ="9_"n Ecuacion (17)

p-143 v Ecuacion (18)

n o=t i”u . Ecuacion (19)

Para la reproducibilidad Sg se emplearon datos de pruebas inter laboratorios, pero la

formula para el calculo de la misma es:

Sg =S +S4 Ecuacion (20)
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Calcular los limites de repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad

r=t, *J2%S, Ecuacion (21) Repetibilidad
r,=t, *72%S, Ecuacion (22) Precision intermedia
R=t, #4/2%S, Ecuacion (23) Reproducibilidad

Dada la complejidad de las ecuaciones se puede emplear un método abreviado en la que

se calculan valores intermedios que permiten un calculo sencillo de la reproducibilidad.
— p (—
n;*yy Ty =Z”ij *(yij)

Ecuacion (24)

Ts = (nij _1)5§
=
SZ — T5
" T-p
g2 _ T,*T, - T¢ _g2 T,(p-1)
; T; TS -T,

» Prueba de Hipotesis en el analisis de la respuesta analitica en la precision
Hipdtesis nula Hy: La precision intermedia es menor a la repetibilidad.
Hipotesis de investigacion H;: La precision intermedia es mayor a la repetibilidad.

Por lo tanto, se establece con los resultados obtenidos que el método es preciso y

repetible por tanto se:
Se rechaza la hipotesis nula H,.

Se acepta la hipdtesis de investigacion H;.
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7.3.4. Exactitud

Se trabajo en tres niveles de concentracion de proteina se manejaron 10 datos por

duplicado en cada nivel. (Tabla N°4)

Tabla N°4 Niveles para el estudio de exactitud

Nivel Matriz Concentracion | Namero de Tipo
datos
1 |Harina de trigo 1,60 9/100g £ 0,13 20 Material secundario
9/100g de nitrégeno
. . .
2 Harina de Quinua 2,12 g/100g £ 0,14 20 Material de referencia
9/100g de nitr6geno certificado
3 7,47 9/100g + 0,09 . :
Expeller de soya g 20 Material secundario
9/100g de nitrogeno

Fuente: Elaboracion Propia

Evaluacién de Resultados

La evaluacion consiste en:
a) Calculo de la exactitud

Se verifico que los resultados pertenecen a la misma poblacion estadistica, siguiendo los
mismos pasos que para el intervalo de trabajo, con los datos ya depurados se realizé los

siguientes célculos.
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Calcular los promedios de cada nivel

_ 2y .
M, =y, == Ecuacion (25)

p
N;;
i=1

Calcular el sesgo
5, =y;-Y, Ecuacion (26)

Calcular la dispersion de los resultados

p [ = -z
S, :\/ﬁz(yii - yj)z Ecuacion (27)
j i=1

Calcular el error cuadratico medio relativo

2 2 .,
ECMR :E*mo Ecuacion (28)

Yj

Calcular la desviacion del sesgo

Ecuacion (29)

b) Evaluacion de la exactitud
Para realizar la verificacion de la exactitud se aplica la siguiente sistematica:

Calcular t experimental
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t = ‘81‘ i \/pT- Ecuacion (30)

Contrastar con el t Tabulado si:

Si texp<twan Se puede afirmar que ambos valores no difieren significativamente para el
nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método satisface la

condicion de exactitud.

Si texp>tian S€ puede afirmar que ambos valores difieren significativamente para el nivel
de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método no satisface la

condicion de exactitud.

» Prueba de Hipotesis en el analisis de recuperacion de la respuesta analitica

en la exactitud
Hipdtesis nula Hy: El porcentaje de recuperacion de exactitud es menor al 95%
Hipotesis de investigacion Hi: El porcentaje de recuperacion es mayor al 95%

Por lo tanto, se establece con los resultados obtenidos que el método es exacto por tanto

se:

Se rechaza la hipotesis nula H,.

Se acepta la hip6tesis de investigacion H;.
7.3.5. Especificidad y selectividad

Se trabajo con los datos del intervalo lineal, en este caso el modelo es lineal y la

pendiente es constante en todo el rango de trabajo.

Con el fin de evaluar la selectividad se ha calculado las pendientes de 3 en 3niveles, es
decir:

[1-60



b, puntos 1 al 3
b, puntos 2 al 4
bz puntos del 3 al 5.

7.3.6. Robustez

En el estudio de la robustez se evalud durante el desarrollo del método en muestras de

Harina de trigo y expeler de soya, en el rango de 1,62 y 7,47 g/100g de nitrogeno, esto

debido a que se quiso estudiar el nivel mas bajo y el nivel més alto.

Se realizaron 4 mediciones por duplicado en el nivel 1 y nivel 3, las variables estudiadas

son:

e Cambio de concentracion de acido empleado en la titulacion,
e Condiciones ambientales en la titulacién

e Tiempo de digestion.

Tabla N°5 Modelo factorial incompleto para 3 variables

Factores
N° Resultado
A B C
1 - - + V1
2 - + - Y2
3 + - + Y3

Fuente: Elaboracion Propia
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Tabla N°6 Variables de analisis de robustez

¢ Este Niveles
) ] factor | Factor | _
N.© Etapa Magnitud/Variable ) Nivel 1 /| Nivel 2/
es
" (+) Q)
critico?
1 Digestion Tiempo SI A 2h 3h
) _ Concentracion
2 Titulacion _ Sl B 0,05005 | 0,05253
titulante
) » Temperatura
3 Titulacion ] Sl C 20°C | 30°C
ambiental

Fuente: Elaboracion Propia
7.3.7. Incertidumbre de medida

El estudio de la incertidumbre estimada a partir de los datos de la validacion.
» Datos de desviacion estandar del sesgo ( DESR;)
» Datos de precision intermedia

» EIl componente de la incertidumbre es una funcion polindmica y se la expresa

como incertidumbre relativa.

]

ure = '\/l'urel{sisbem&:icu:l}z + |'-|LJI'E|:.:I =atorio | ]‘ EcuaCién (31)

a) Estimacidn de incertidumbre en base al componente aleatorio

Este método es valido si se supone que el mayor aporte de incertidumbre se debe al

componente aleatorio en condiciones de reproducibilidad.

Para la estimacidn se aplico la siguiente sistematica:
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Calcular la Sg;

Se calcul6 la Incertidumbre relativa

i £100%
Y

rel =

Estimar la incertidumbre u,

u = ure * vijk
- 100

Expandirla para poder expresarla

U=k=u_=2=*u,

Ecuacion (32)

Ecuacion (33)

Ecuacion (34)

Es necesario especificando el factor de cobertura y el porcentaje de confianza.

b) Estimacion de la incerti

aleatorio

En este caso la incertidumbre es la

para estimacion es:

Calcular la precision intermedia Sy,

dumbre en base al componente sistematico y

combinacion de ambos componentes. La sistematica

Calcular la desviacion del sesgo DESR;

Combinar ambos componentes en términos relativos

Ug = \,I-Urel(sistemético) JZ + I'.urella eatorio | ]‘ Ecuacién (35)

( DESR,
u rel{ sistemdtico) — I =

L Yem

/ 2
/ \
|

*100? +1|5;ﬂs:100
) LY J .,
o Ecuacion (36)
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Estimar la incertidumbre u,

ure ® yi]’k
100

Expandirla para poder expresarla

U=k=u_=2=*u,

Con el valor de incertidumbre combinada se procedio a determinar la incertidumbre

expandida con un nivel de confianza del 95%, para un factor de cobertura de k=2.

8. RESULTADOS
8.1 RANGO LINEAL

Ecuacion (37)

(Ecuacion 38)

El resultado obtenido de la correlacion lineal entre el valor medido con los valores de

referencias es:

Unidades 9/100g

g Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

ES VR=| 1,60 VR=| 2,12 VR=| 747
i 1 2 3

1 1,650 | 1,690 | 2,110 | 2,060 | 7,490 | 7,480
1 1,630 | 1,670 | 2,080 | 2,080 | 7,500 | 7,480
1 1,630 | 1,670 | 2,100 | 2,040 | 7,470 | 7,440
1 1,670 | 1,650 | 2,050 | 2,060 | 7,510 | 7,470
1 1,650 | 1,630 | 2,320 | 2,060 | 7,480 | 7,480
1 1,680 | 1,620 | 2,050 | 2,080 | 7,470 | 7,480
1 1,550 | 1,660 | 2,250 | 2,140 | 7,440 | 7,510
1 1,620 | 1,580 | 2,080 | 2,040 | 7,470 | 7,490
1 1,550 | 1,550 | 2,200 | 2,010 | 7,480 | 7,430
1 1,600 | 1,540 | 1,900 | 2,170 | 7,420 | 7,500
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TEST DE COCHRAN'S Y GRUBBS

NIVEL 1
Gtab 95% 2,290
Gtab 99% 2,482
8 Nivel 1 — 5
g Ve _ic0 | ; 51 |G Grubbs| EVAL Grubbs
5 1
1 1,65 1,69 167 | 0,03 0,0008| 1,114 CORRECTO
1 1,63 1,67 165 | 0,03 0,0008| 0,624 CORRECTO
1 1,63 1,67 165 | 0,03 0,0008| 0,624 CORRECTO
1 1,67 1,65 166 | 0,01 0,0002| 0,869 CORRECTO
1 1,65 1,63 164 | 001 0,0002| 0,379 CORRECTO
1 1,68 1,62 165 | 0,04 0,0018| 0,624 CORRECTO
1 1,55 1,66 161 | 0,08 0,0060| 0,477 CORRECTO
1 1,62 1,58 160 | 0,03 0,0008| 0,600 CORRECTO
1 1,55 1,55 155 | 0,00 0,0000| 1,824 CORRECTO
1 1,60 1,54 157 | 0,04 0,0018] 1,334 CORRECTO
j 1,62 9/100g
Si 0,04

C Cochral 0,46 Eval Cochran
C tab 0,600 CORRECTO

El valor calculado en el test de Cochran’s es de 0,46 y es menor al valor tabulado o de
tablas de 0,600, lo que significa que dentro los valores obtenidos no existen valores
anomalos. Los valores calculados del test de Grubbs son menores a los valores de
tablas2,290 para 95% y 2,482 para 99% de nivel de confianza, por lo que concluimos
qgue no existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos obtenidos y el

promedio.
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NIVEL 2

Gtab 95% 2,290
Gtab 99% 2,482
NiV6| 2 —_ s SZ
b ; :
VR= 212 i ' ' |G Grubbs| EVAL Grubbs
2

2,11 2,06 2,09 0,04 0,0012| 0,163 CORRECTO
2,08 2,08 2,08 0,00 0,0000{ 0,254 CORRECTO
2,10 2,04 2,07 0,04 0,0018] 0,435 CORRECTO
2,05 2,06 2,06 0,01 0,0001] 0,707 CORRECTO
2,32 2,06 2,19 0,18 0,0338] 1,740 CORRECTO
2,05 2,08 2,07 0,02 0,0005| 0,526 CORRECTO
2,25 2,14 2,20 0,08 0,0060{ 1,831 CORRECTO
2,08 2,04 2,06 0,03 0,0008] 0,616 CORRECTO
2,20 2,01 2,11 0,13 0,0181] 0,199 CORRECTO
1,9 2,17 2,035 |0,19092 | 0,0365| 1,069 CORRECTO

|k k|| k||~ -~ | Ensayista

Y 2,09 9/100g

S| 0,06 |
C Cochral 0,369 Eval Cochran
C tab 0,600 CORRECTO

El valor calculado en el test de Cochran’s es de 0,369 y es menor al valor tabulado o de
tablas de 0,600, lo que significa que dentro los valores obtenidos no existen valores
anomalos. Los valores calculados del test de Grubbs son menores a los valores de tablas
2,290 para 95% Yy 2,482 para 99% de nivel de confianza, por lo que concluimos que no

existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos obtenidos y el promedio.
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NIVEL 3

Gtab 95% 2,290
Gtab 99% 2,482
s Nivel 3 _ . 5?2
c:%; VRS 07 7 ” ! G Grubbs| EVAL Grubbs
G 3
1 7,49 7,48 7,49 0,01 0,0000| 0,782 CORRECTO
1 7,50 7,48 7,49 0,01 0,0002| 1,154 CORRECTO
1 1,47 7,44 7,46 0,02 0,0004| 1,452 CORRECTO
1 7,51 1,47 7,49 0,03 0,0008| 1,154 CORRECTO
1 7,48 7,48 7,48 0,00 0,0000{ 0,410 CORRECTO
1 1,47 7,48 7,48 0,01 0,0001| 0,037 CORRECTO
1 7,44 7,51 7,48 0,05 0,0024| 0,037 CORRECTO
1 7,47 7,49 7,48 0,01 0,0002| 0,410 CORRECTO
1 7,48 7,43 7,46 0,04 0,0013| 1,452 CORRECTO
1 7,42 7,50 7,46 0,06 0,0032| 1,080 CORRECTO
Yi sl 9/100g
S| 0,01 |
C Cochran 0,37 Eval Cochran
Ctab 0,600 CORRECTO

El valor calculado en el test de Cochran’s es de 0,37 y es menor al valor tabulado o de
tablas de 0,600, lo que nos indica que dentro los valores obtenidos no existen valores
anoémalos. Los valores calculados del test de Grubbs son menores a los valores de tablas
2,290 para 95% y 2,482 para 99% de nivel de confianza, por lo que concluimos que no

existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos obtenidos y el promedio.
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Datos de ordenada y abscisa para graficar la recta

Y Y;

Nivel Ord;enad Abscisa
1 1,62 1,60
2 2,09 2,12
3 7,47 7,47

Fuente: Elaboracion Propia

Donde la ordenada es la distancia vertical al eje horizontal o de abscisa y representa la

concentracion promedio calculada, la abscisa es una linea horizontal que se represente

mayormente en las coordenadas cartesianas rectangulares y representa los valores de

referencia.

Con los valores de la ordenada y la abscisa se realizé la regresion lineal para determinar

el coeficiente de correlacién los resultados obtenidos son:

a 0,000
b 1,000
r 1,000

Analisis de grafico:

Se tiene una recta con un coeficiente de correlacion igual a 1, con una pendiente igual a

1 e interseccion al eje igual a 0.
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Gréafico N°2 La recta

y =1,000x + 0,000

8,00

7,00 R

6,00

5,00

4,00
3,00 /
2,00

1,00

0,00 T T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Fuente: Elaboracion Propia
EVALUACION DE LINEALIDAD

El valor de t; obtenido es de 127,91 siendo mayor al valor de ti,, de 6,31; entonces, existe
correlacién entre los valores de referencia y la respuesta del método por lo tanto el

intervalo de estudio es lineal.
COVARIANZA

La covarianza obtenida es de 7,04104 que es mayor a 0, por lo que el sistema tiene una

proporcionalidad directa.
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Gréafico N°3 Evaluacioén de linealidad

Evaluacion de la linealidad

COVARIANZA 7,04104

t= 12791
tw= 6,31
¢ _ra-2)

- -r?)

EVAL

Fuente: Elaboracion Propia

8.2 LIMITE DE DETECCION LIMITE DE CUANTIFICACION

Con la varianza residual y el intercepto se calculé el intervalo lineal dando como

resultado:
Sxly 0,036
LD 0,11 ¢/100g
LC 0,36| 9/100g
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8.3 REPETIBILIDAD

Se realizaron los ensayos en condiciones de repetibilidad es decir utilizando la misma
muestra, equipos, condiciones ambientales, analista, método, reactivos, instalaciones y

tiempo, los resultados obtenidos son:

Unidades g/100g

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

1 2 3
1,650 | 1,690 | 2,110 | 2,060 | 7,470 | 7,480
1,630 | 1,670 | 2,080 | 2,080 | 7,440 | 7,510
1 1,630 | 1,670 | 2,100 | 2,040 | 7,470 | 7,490
1,670 | 1,650 | 2,050 | 2,060 | 7,480 | 7,430
1,650 | 1,630 | 2,080 | 2,040 | 7,420 | 7,500

Ensayista

NIVEL 1
Gtab 95% 1,715
Gtab 99% 1,764
Ensayista Nivel 1 y* s. g2 Ggrubbs| EVAL Grubbs (ni]. _1)Sij2 (nij — )
ij ij i
1,65 1,69 1,67 0,03 0,0008| 1,403 CORRECTO 0,001 1
1,63 1,67 1,65 0,03 0,0008| 0,351 CORRECTO 0,001 1
1 1,63 1,67 1,65 0,03 0,0008| 0,351 CORRECTO 0,001 1
1,67 1,65 1,66 0,01 0,0002| 0,526 CORRECTO 0,000 1
1,65 1,63 1,64 0,01 0,0002| 1,228 CORRECTO 0,000 1
p
(n iji 1)85
Sk = H = 0001

” 1,65 g/100g
J

Sj 0,01
C Cochran| 0,29 Eval Cochran

Ctab URZI CORRECTO

Se realiz6 la evaluacion de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son

menores al valor de tablas de 1,715 para 95% y de 1,764 para 99% de nivel de confianza
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por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de
0,29 que es menor al valor de tablas de 0,840 lo que nos indica que dentro los datos

calculados no existen datos andémalos.

NIVEL 2
Gtab 95% 1,715
Gtab 99% 1,764
Ensayista Nivel 2 v, s, Sijz EVAL Grubbs (nij—l)Sf (nij_)
2,11 2,06 2,09 0,04 | 0,0012| 1,177 CORRECTO 0,001 1
2,08 2,08 2,08 0,00 | 0,0000( 0,784 CORRECTO 0,000 1
1 2,1 2,04 2,07 0,04 | 0,0018| 0,000 CORRECTO 0,002 1
2,05 2,06 2,06 0,01 | 0,0001| 1,177 CORRECTO 0,000 1
2,08 | 2,04 | 2,06 | 0,03 | 0,0008] 0,784 [NeeI=1=leare) 0,001 1
> (ny —1)S3
n. — =
sz 2 " _ 0001
rj p
Zl (n ij 1)
Y, 2,07 0/100g

Sj 0,01
C Cochran| 0,46 Eval cochran

Ctab 0,840 pelezii=eg]e

Se realizd la evaluacién de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son

menores al valor de tablas de 1,715 para 95% y de 1,764 para 99%denivelde confianza
por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de
0,46 que es menor al valor de tablas de 0,840 lo que nos indica que dentro los datos

calculados no existen datos anémalos.
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NIVEL 3

Gtab 95% 1,715

Gtab 99% 1,764

Ensayista Nivel 3 v, s, sz (nij —1}35 (n,J -1)
747 | 748 | 748 | 0,01 | 0,0001] 0,554 CORRECTO 0,000 1
744 | 751 | 7,48 | 0,05 | 0,0024| 0,554 CORRECTO 0,002 1
1 747 | 749 | 7,48 | 0,01 | 0,0002] 1,015 peeeNN=eI[e; 0,000 1
748 | 743 | 7,46 | 0,04 | 0,0013] 1,292 CORRECTO 0,001 1
7,42 75 746 | 0,06 | 0,0032] 0,830 [elelxx=(eg]0) 0,003 1

Y, 7,47 0/100g

Sj 0,01
C Cochran| 0,45 Eval Cochran

Ctab URZ CORRECTO

Se realizo la evaluacion de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son
menores al valor de tablas de 1,715 para 95% y de 1,764 para 99% de nivel de confianza
por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de
0,45 que es menor al valor de tablas de 0,840 lo que nos indica que dentro los datos

calculados no existen datos anémalos.
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8.4 REPRODUCIBILIDAD INTERNA O PRECISION INTERMEDIA

Se realiz6 los ensayos en condiciones de reproducibilidad interna variando las variables

de equipo, tiempo y analista, los resultados obtenidos son:

Unidades g/100g
£ iot Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
nsayista 1 2 3
1 1650| 1,690| 2,110| 2,060| 7,470| 7,480
1 1630| 1,670 2,080| 2,080| 7,440| 7,510
1 1630| 1,670| 2,100| 2,040| 7,470| 7,490
1 1670| 1,650 2,060| 2,060| 7,480 | 7,430
1 1650| 1,630 | 2,080| 2,040| 7,420| 7,500
2 1680| 1,620| 2,050| 2,080| 7,510| 7,470
2 1550| 1,660| 2,140| 2,060| 7,440| 7,510
2 1,590| 1,500| 2,080| 2,040| 7,480 | 7,430
2 1620| 1,580 | 2,100| 2,040| 7,420| 7,500
2 1550| 1,470| 2,110| 2,060| 7,430| 7,500
NIVEL 1
Gtab 95% 2,290
Gtab 99% 2,482
Ensayista Nivel 1 y*” s, s? GGrubbs (nij—l)Sij2 (ni,-—l)
1 1,650 | 1,690 | 1,67 0,03 | 0,0008| 0,977 CORRECTO 0,001 1
1 1,630 | 1,670 1,65 0,03 | 0,0008| 0,601 CORRECTO 0,001 1
1 1,630 | 1,670 1,65 0,03 | 0,0008| 0,601 CORRECTO 0,001 1
1 1,670 | 1,650 1,66 0,01 0,0002| 0,789 CORRECTO 0,000 1
1 1,650 | 1,630 1,64 0,01 0,0002| 0,413 CORRECTO 0,000 1
2 1,680 | 1,620 1,65 0,04 | 0,0018| 0,601 CORRECTO 0,002 1
2 1,550 | 1,660 1,61 0,08 | 0,0060| 0,244 CORRECTO 0,006 1
2 1,590 | 1,500 1,55 0,06 | 0,0041| 1,371 CORRECTO 0,004 1
2 1,620 | 1,580 1,60 0,03 | 0,0008| 0,338 CORRECTO 0,001 1
2 1,55 1,47 1,51 0,06 | 0,0032| 2,029 CORRECTO 0,003 1
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Y, 1,62 g/100g
Sj 0,05
C Cochran| 0,32 Eval Cochran
C tab 0,600 eel=ea)e]
P
5 Z (n i 1)Si12
Swi=— = 0,002

MeF

||
.

(n i

1)

Se realiz6 la evaluacién de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son

menores al valor de tablas de 2,290 para 95% Yy de 2,482 para 99% de nivel de confianza

por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de

0,32 que es menor al valor de tablas de 0,600 lo que significa que entre los datos

obtenidos no existen datos anémalos.

NIVEL 2

Gtab 95% 2,290
Gtab 99% 2,482

CORRECTO

0,494 CORRECTO

0,212 CORRECTO

1,269 CORRECTO

0,917 CORRECTO

0,564 CORRECTO

1,904 CORRECTO

0,917 CORRECTO

0,212 CORRECTO

Ensayista Nivel 2 y*” s s? G Grubbs
1 2,110 | 2,060 | 2,09 | 0,04 | 0,0012] 0,846
1 2,080 | 2,080 | 2,08 | 0,00 | 0,0000
1 2,100 | 2,040 | 2,07 | 0,04 | 0,0018
1 2,050 | 2,060 | 2,06 | 0,01 | 0,0001
1 2,080 | 2,040 | 2,06 | 0,03 | 0,0008
2 2,050 | 2,080 | 2,07 | 0,02 | 0,0005
2 2,140 | 2,060 | 2,10 | 0,06 | 0,0032
2 2,080 | 2,040 | 2,06 | 0,03 | 0,0008
2 2,100 | 2,040 | 2,07 | 0,04 | 0,0018
2 2,110 | 2,060 | 2,085 |0,0354 | 0,0012

0,846 CORRECTO

>

[
=

i

MR
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Y, 2,07 9/100g
Sj 0,01
C Cochran| 0,28 Eval Cochran
C tab 0 CORRECTO
p
, > (n i T 1)55
i=1
Swi= = 0,001

p
i=1

(n i

1)

Se realiz6 la evaluacién de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son

menores al valor de tablas de 2,290 para 95% y de 2,482 para 99% de nivel de confianza

por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de

0,28 que es menor al valor de tablas de 0,600 lo que significa que entre los datos

obtenidos no existen datos anémalos.

NIVEL 3
Gtab 95%
Gtab 99%
. Nivel 3 _
Ensayista Y, s SiJ? G Grubbs
1 7,470 | 7,480 | 7,48 0,01 | 0,0001| 0,511
1 7,440 | 7510 | 7,48 0,05 | 0,0024| 0,511
1 7,470 | 7,490 | 7,48 0,01 | 0,0002| 0,937
1 7,480 | 7,430 | 7,46 0,04 | 0,0013| 1,193
1 7,420 | 7,500 | 7,46 0,06 | 0,0032| 0,767
2 7,510 | 7,470 | 7,49 0,03 | 0,0008| 1,789
2 7,440 | 7510 | 7,48 0,05 | 0,0024| 0,511
2 7,480 | 7,430 | 7,46 0,04 | 0,0013| 1,193
2 7,420 | 7,500 | 7,46 0,06 | 0,0032| 0,767
2 7,43 7,5 7,465 | 0,0495| 0,0025| 0,341

2,290
2,482

EVAL Grubbs

CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO
CORRECTO

=]
I
=

i

MR
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y. 7,47 9/100g

J

Sj 0,01
C Cochran| 0,18 Eval Cochran
C tab )0 CORRECTO

p
, Z(nu‘ _1)85
S2, ==

= 0,002
(n i 1)

o

[

Se realizo la evaluacion de los datos con el test de Grubbs los valores calculados son
menores al valor de tablas de 2,290 para 95% y de 2,482 para 99% de nivel de confianza
por lo tanto los datos calculados no tienen diferencia estadisticamente significativa con

el promedio.

También se evaluaron los datos con el test de Cochran obteniendo un valor calculado de
0,18 que es menor al valor de tablas de 0,600 lo que significa que entre los datos

obtenidos no existen datos anémalos.

La determinacion de la repetibilidad y la precision intermedia del método se resume en:

y,0/100g S, g/100g S, 9/100g r g/100g fw 9/100g
1,62 0,024 0,043 0,075 0,137
2,07 0,028 0,034 0,089 0,107
7,47 0,038 0,042 0,120 0,132

Doénde: S,, : Precision intermedia
St : Repetibilidad
r: Limite de repetibilidad

rw : Limite de precision intermedia
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La grafica demuestra la dependencia de la repetibilidad, precision intermedia y
repetibilidad con la concentracion del analito.

Los valores de S,,>S; por lo que se cumple el criterio para la precision intermedia.

0,05
0,05
’ N —u
o0 \a — ==
:S 0:03 —_— —— S
7 0,03 /"7
g_f 0'02 i S\W
0,02
0,01
0,01
0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00
Concentracién g/100g
Resultados de la relacion del valor medido con la precision:
y | W dif _
1,62 0,043| 0,027| 0,026] 0,017 Sw =by;
2,07 0,034 0,016] 0,034| 0,000
7,47 0,042| 0,006] 0,121]| 0,079
b 0,016 0,097
y | Sw | TL | T2 | T3 | T4 | T5 _
S, =a+by,
1,62 | 0,043 | 534,8 | 865,24 | 1400 | 23,12 | 37,416 J
2,07 | 0,034 | 877,2 |1818,42| 3770 | 29,62 | 61,397
7,47 | 0,042 | 578,0 |4317,34| 32246 | 24,04 179,572 a = 0,03632
1989,99(7001,00| 37416 | 76,78 | 278,39 b = 0,00065
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T1

T2

T3

T4

T5

Yi
1,62 | 0,037 | 716,5 [1159,23(1875,64| 26,77 | 43,309
207 | 0,038 | 705,3 |1462,16/ 3031,1 | 26,56 | 55,055
7.47 | 0,041 | 591,0 |4414,23[32969,9] 2431 [181576
2012,80(7035,62(37876,6| 77,64 | 279,94
7] Sw T1 T2 T3 T4 T5
1,62 | 0,037 | 716,46 |1159,23(1875,64 26,77 | 43,309
2.07 | 0,038 |705,33(1462,16| 3031,1 | 26,56 | 55,055
7.47 | 0,041 |591,01 |4414,23]32969,9] 24,31 [181,576
2012,80(7035,62(37876,6| 77,64 | 279,94
71- Sw |Swecal| dif
1,62 | 0,043 | 0,037 | 0,006
2,07 | 0,034 | 0,038 | 0,004
7.47 | 0,042 | 0,041 | 0,000 Sy
0,010
7; Sw T1 T2 T3 T4
1,62 0043 021 | 004 | -1,36 | -0,29
2,07 0034] 032 | 010 | -147 | -047 c=
7.47] 0042] 087 | 076 | -138 | -1,21 d=
140 | 091 | -422 | -196 C=
Y, sw |Swcall| dif
1,62 | 0,043 | 0,038 | 0,005
2.07 | 0,034 | 0,039 | 0,005
7.47 | 0,042 | 0,041 | 0,001
0,011

Sy =a+by,

a = 0,03632
b = 0,00065

Sy =a+by,

a=0,03632
b = 0,00065

I
@
*
a

-1,422
0,036
0,038
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Con los valores obtenidos de precision intermedia se establecio la relacién con la
concentracion del analito para los tres niveles de concentracion, se demostrd que la
diferencia entre los valores obtenidos de la precision intermedia es de 0,010 y la
diferencia obtenida de la precision intermedia relacion concentracion del analito es de
0,011.

8.5 EXACTITUD
La exactitud se realizd utilizando material de referencia certificado en tres niveles.

El método es exacto en los tres niveles de concentracion, el porcentaje de recuperacion

es superior al 95%

Unidades 9/100g

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Ensayista| VR= | 160 | VR= | 212 | VR= | 747
1 2 3
1,650 | 1,690 | 2,110 | 2,060 | 7,490 | 7,480
1,630 | 1,670 | 2,080 | 2,080 | 7,500 | 7,480
1,630 | 1,670 | 2,100 | 2,040 | 7,470 | 7,440
1,670 | 1,650 | 2,050 | 2,060 | 7,510 | 7,470
1,650 | 1,630 | 2,320 | 2,060 | 7,480 | 7,480
1,680 | 1,620 | 2,050 | 2,080 | 7,470 | 7,480
1,550 | 1,660 | 2,250 | 2,140 | 7,440 | 7,510
1,620 | 1,580 | 2,080 | 2,040 | 7,470 | 7,490
1,550 | 1,550 | 2,200 | 2,010 | 7,480 | 7,430
1,600 | 1,540 | 1,900 | 2,170 | 7,420 | 7,500

RlRr(RPr|Rr(RP|Rr (PR R~
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NIVEL 1

Nivel 1 _ . _
Ensayista| VR= 1,60 | Vi 8“ y, 163  g/100g
1 Sj 004
1 165 | 169 | 1,67 | 0,005 PR
1 163 | 1,67 | 165 | 0,002 i =YY
1 1,63 1,67 1,65 | 0,002 5. = 0,03 g/100g
1 167 | 1,65 | 1.66 | 0,004 . T
: A0 + S
1 165 | 163 | 164 | 0,002 | ECMR =YL 1 %100
1 168 | 1,62 | 165 | 0,002 Yi
1 155 | 166 | 161 | 0,000 | FCMR= 306 %
1 162 | 158 | 1,60 | 0,000
1 1,55 | 155 | 1,55 [ 0003 | oo
1 160 | 1,54 | 157 | 0,00

texp = 2,39
EVAL

tey= 2,75 EXACTO

DESR&= 0,047 g/100g

La exactitud obtenida con el material de referencia secundario de harina de trigo para el

primer nivel fue de 1,63 g/100g comparado con el valor de referencia de 1,60 g/100g

Se realizé la prueba de t- student, el valor calculado es de 2,39 que es menor al t de
tablas con un nivel de confianza de 99,73 % y 9 grados de libertad, lo que nos confirma
gue ambos valores, es decir el valor asignado del material de referencia secundario y el
valor calculado no tienen una diferencia estadisticamente significativa por lo que el
método satisface la condicion de exactitud.
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NIVEL 2

Nivel 2 — )
2 Sj 0,06
2,11 2,06 2,09 | 0,001 -
2,08 | 2,08 | 2,08 | 0,002 0 =YY,

2,10 | 2,04 | 2,07 | 0,002
2,05 | 2,06 | 2,06 | 0,004
2,32 | 2,06 | 219 | 0,005 | gcmr - Y3 S0 L 100
2,05 | 2,08 | 2,07 | 0,003 Y;

225 | 214 | 2,20 | 0,006 | ECMR= 288 %
2,08 | 2,04 | 2,06 | 0,004
2,20 | 2,01 | 2,105 | 0,000
1,90 | 2,17 | 2,035 | 0,01

6 — 003 g/100g

A R

EVALUACION DE LA EXACTITUD

top = 1,49
EVAL

twp = 2,69 EXACTO

DESRs= 0,06 g/100g

La exactitud obtenida con el material de referencia certificado de harina de quinua para

el segundo nivel fue de 2,09 g/100g comparado con el valor de referencia de 2,12 g/100g

Se realiz6 la prueba de t- student, el valor calculado es de 1,49 que es menor al t de
tablas con un nivel de confianza de 99,73 % y 9 grados de libertad, lo que nos confirma
que ambos valores, es decir el valor asignado del material de referencia secundario y el
valor calculado no tienen una diferencia estadisticamente significativa por lo que el

método satisface la condicién de exactitud.
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NIVEL 3

Nivel 3 _ y 747 g/100g
Ensayista| VR= 7,47 | Vi 5? SjJ 0,01
3 — A
749 | 748 | 7,49 | 0,000 0 =Y~
7,50 7,48 7,49 | 0,000
747 | 7.44 | 7.46 | 0,000 0;= 000 g/l00g
2 2
fol | 747 ] 749 | 0000 ecvr = Y251 100
748 | 748 | 748 | 0,000 7,

7,47 | 748 | 7.48 | 0,000
744 | 7,51 | 7,48 | 0,000
747 | 7,49 | 7.48 | 0,000

7,48 7,43 7,46 | 0,000
7,42 7,50 7,5 0,00

ECMR= 019 %

RlRr|lRrRPrRPrR|RP(RRP|-

EVALUACION DE LA EXACTITUD

_‘81‘*\/51
t LIS B S

exp S ]-
texp = 1,06
EVAL
tap = 1,83 EXACTO

DESR4= 0,01 g/100g

La exactitud obtenida con el material de referencia secundario de expeller de soya para

el primer nivel fue de 7,47 g/100g comparado con el valor de referencia de 7,47 g/100g

Se realiz6 la prueba de t- student, el valor calculado es de 1,06 que es menor al t de
tablas con un nivel de confianza de 99,73 % y 9 grados de libertad, lo que nos confirma
que ambos valores, es decir el valor asignado del material de referencia secundario y el
valor calculado no tienen una diferencia estadisticamente significativa por lo que el

método satisface la condicién de exactitud.
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En resumen, la exactitud para cada nivel de concentracion es el siguiente:

8.6 ESPECIFICIDAD Y SELECTIVIDAD

VR SESGO (6) | 100- Condicién
a/100g ECMR

1,62 0,03 96.94 Exacto

2,12 -0,03 97,12 Exacto

7,47 0,00 99,81 Exacto

Los resultados de especificidad y selectividad se obtuvieron a través de los datos

obtenidos del rango lineal con los cuales se calculé la pendiente y la desviacion estandar.

b,= 1,108
b,= 0,994
Ordenada | Abscisa
1,62 1,60 Sy= 0,080 texp Liab
2,09 2,12 1,89 | 6,31
7,47 747 b=| 1,000] 0,11 | 6,31

SELECTIVO
SELECTIVO

Los resultados se evaluaron con el test t- student, obteniendo para b; un t calculado de

1,89 que es menor a t de tablas de 6,31 y para b, un t calculado de 0,11 que es menor a 'y

de tablas de 6,31 con un nivel de confianza de 99,73 y 1 grado de libertad.

8.7 ROBUSTEZ

Para evaluar la robustez se utilizaron las siguientes variables: A = tiempo de digestion,

B= Concentracidn del titulante y C= temperatura al momento de la titulacion, el estudio

de robustez fue evaluado en dos niveles de concentracion en el nivel de 1,62 g/100g y en

el nivel de concentracion de 7,47 g/100g.
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Factores de influencia

¢Este Niveles
N° Etapa Magnitud/Variable fac,t(_)r es | Factor (F) [Nivel 1/ Nivel 2/ ()
critico? (+)
1 Digestion Tiempo S A 2h 3h
2 Titulacion Concentracion Sl B 0,05005 0,05253
3 Titulacion Temperatura S C 20 °C 30°C
| Numero de factores de influencia = 3 |
Disefio factorial incompleto para 3 variables
N° A Fac'ltgores c Resultado
1 - - + Y1
2 - + - Y2
3 - + Y3
4 + - Y4
Robustez en el nivel 1 (1,60 g/100g)
No Factores Resultado
A B C Yi
1 3h 0,05253 | 20°C 1,670 Y1
2 3h 0,05005 | 30°C 1,545 Yo
3 2h 0,05253 | 20°C 1,635 Y3
4 2h 0,05005 | 30°C 2,120 Ya
Desviacion estandar del método S 0,090
V2*8 0,127
F Nivel 1/ (+) Nivel 2/ (-) A=|Nivelji-Nivelg,j,| | Comparacion A<\2*S
A 1,88 1,61 0,27 Sensible a variable
B 1,83 1,65 0,18 Sensible a variable
C 1,62 2,12 0,50 Sensible a variable
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Robustez en el nivel 2 (7,47 %)
o Factores Resultado
A C Yi
1 3h 0,052 20 °C 7,350 Y1
2 3h 0,05005 | 30°C 7,495 Yo 25°C
3 2h 0,052 20 °C 7,700 Y3
4 2h 0,05005 | 30°C 7,200 Vs
Desviacion estandar del método S 0,075
\2*8 0,106
F Nivel 1/ (+) Nivel 2/(-) | A=|Nivelpy,-Nivelgj,| | Comparacion A<\2*S
A 7,45 7,42 0,03 Sensible a variable
B 7,35 7,53 0,18 Sensible a variable
C 7,52 7,20 0,32 Sensible a variable

Con la evaluacion se pudo definir que el método es sensible a las tres variables de

control por lo el tiempo de digestion debe ser superior a las dos horas y media a una

temperatura de 400 °C+10°C, la concentraciéon del titulante en este caso el acido

clorhidrico debe tener una concentracion de 0,052 N y la temperatura ambiental al

momento de la titulacion debe ser de 20°C +5°C.

8.8 INCERTIDUMBRE

Los resultados obtenidos para la incertidumbre se calcularon en base a los datos de

desviacion estandar del sesgo (DESR;) y con los datos obtenidos en la evaluacion de la

exactitud y precision intermedia.

n DESR; | DESR; Sw Urel Uexp
yj 9/100g % % % 9/100g
1,60 0,047 2,93 2,7 3,97 0,13
2,12 0,058 2,76 1,6 3,20 0,14
7,47 0,014 0,18 0,6 0,59 0,09
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Para el nivel 1 de concentracion la incertidumbre relativa es de 3,97 y la incertidumbre

expandida es de 0,13.

Para el nivel 2 de concentracion la incertidumbre relativa es de 3,20 y la incertidumbre

expandida es de 0,14.

Para el nivel 3 de concentracion la incertidumbre relativa es de 0,59 y la incertidumbre

expandida es de 0,09.

Con un factor de cobertura de 2 y 95% grados de confianza.

. . y = 6,5019e70:323
Incertidumbre Relativa R? = 0,005
4,50
4,00
3,50 \&\&
3,00
- 250
s 2,00
1,50
1,00
0,50 Y
0,00 : : ;
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00
Y
PARAMETRO RESULTADO
Rango lineal 0,36 — 7,47 g/100g de Nitrégeno
Limite de deteccion 0,11 ¢g/100g de Nitrégeno
Limite de | 0,36 g/100 g de Nitrégeno
Concentracién g/100g Sr g/100g
Repetibilidad
1,62 0,024
2,07 0,028
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7,47 0,038
Concentracién g/100g Swg/100g
Precision intermedia 1,62 0,043
2,07 0,034
7,47 0,042
Concentracion g/100g 3;9/100g
Sesgo 1,60 0,03
2,12 -0,03
7,47 0,00
Especificidad El método es especifico y selectivo en el rango
de 0,36 a 7,47 g/100g de Nitrégeno.
El método es robusto a trabajar con el maximo
tiempo de digestion y titulando con el acido
Robustez

clorhidrico 0,052 N, consiguiéndose valores con
buena exactitud a una temperatura de titulacion
entre 20 — 25 °C

Incertidumbre

Estimada a partir de los resultados de la
validacion se cuenta con la siguiente expresion

como incertidumbre relativa.

Ure| = 6,501*X_0’32

Fuente: Elaboracion Propia

9. DISCUSIONES

-Metodologia para la cuantificacion de proteina cruda en harina de quinua.
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La metodologia se realiz6 de acuerdo a un metodo normalizado 1ISO 20483 — 2013
modificando su alcance para la matriz harina de quinua. Los tres fundamentos en el
procedimiento son:

Digestidn: Las proteinas estan formadas por aminoacidos y la digestion debe garantizar
que toda la materia organica se combustiona y de esta manera poder extraer el nitrégeno.
Por lo tanto, la digestion se realiz6 en un tiempo mayor de 2 horas y media a una

temperatura de 400°C.

Destilacion: La importancia de la concentracion del hidroxido de sodio (40%) es que
debe neutralizar el &cido sulfarico. La neutralizacion es fundamental ya que de ella
depende que se libere el nitrégeno que se encuentra como sulfato de amonio, este al ser
neutralizado pasara a su forma gaseosa como amoniaco el cual serd retenido en una

solucién de &cido bérico al 4% el mismo contendra la solucion indicadora

Titulacion: La concentracion del titulante, el &cido clorhidrico 0,052 N fue
estandarizado, con carbonado de sodio previamente desecado obteniendo un factor de
correccion de 1,015.

- Caracteristicas de desempefio del método.
Para realizar la validacion del método de ensayo de micro Kjeldahl se utilizé el material
de referencia certificado en harina de quinua IMBETRO LP-CMO-0642-2018, material
de referencia secundario harina de trigo IBMETRO EA-LI-054 y material de referencia
secundario expeller de soya IBMETRO EA-LI-044. Utilizando tres niveles de
concentracion de proteina cruda de 2,12 ¢/100g, 1,62 ¢/100g y 7,47 g/100g
respectivamente.
El método es especifico y selectivo para la determinacién de proteina cruda en harina de
quinua en el rango de 0,36 a 7,47 g/100g de nitrégeno.
Con los datos obtenidos se determinaron los promedios, desviacion estandar, evaluacién
con el test de Grubbs y Cochran para los tres niveles, los mismos permitieron determinar
la ecuacion de la recta por medio de Excel, y=1,000x+0,000, con un coeficiente de

correlacion de 1,00 (Grafica No.2), el cual se encuentra dentro del rango aceptable para
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establecer que es lineal, de acuerdo a lo mencionado en la GuiaNo.1 del ISPCH
(2010):el coeficiente de correlacion indica el grado de relacién entre la variable
concentracion (X) y la variable respuesta (Y) de la curva de calibracién. Los valores
maximos que puede alcanzar son -1 y 1. El valor maximo de 1 indica una correlacién
positiva perfecta (entre X e Y) con una pendiente positiva. Cuando r=0, no existe
correlacion alguna, independencia total de los valores X e Y.

El limite de cuantificacion y de deteccion obtenido de 0,36 g/100g y 0.11g/100g,
respectivamente; ambos valores se determinaron por medio de los 3 niveles de
concentracion empleados en la presente validacion. Y el rango de analisis se establecid
por medio del analisis de la recta definido entre 0,36 g/100g y 7,47 g/100g de nitrdgeno.
La precision se determind a través de la evaluacion de la precision intermedia, y

repetibilidad.

Para la determinacion de repetibilidad se realizaron 5 determinaciones por duplicado en
cada nivel de concentracion con el material de referencia certificado y los dos materiales
de referencia secundarios con un mismo analista.

La repetibilidad obtenida para el nivel 1 es de 0,29 con el test de Cochran, para el nivel 2
es de 0,46 con el test de Cochran y en el nivel 3 es de 0,45 con el test de Cochran.

Para la reproducibilidad intermedia se realizaron 10 determinaciones por duplicado en
cada nivel de concentracion con el material de referencia certificado y los dos materiales
de referencia secundarios cambiando las variables de equipo, tiempo y analista.

Para el nivel 1 de concentracién se obtuvo una reproducibilidad intermedia de 0,32 con
el test de Cochran en el nivel 1, de 0,28 con el test de Cochran en el nivel 2 y 0,18 con el

test de Cochran en el nivel 3.

La exactitud se determind por medio de la desviacion del sesgo, verificando la exactitud
calculando el t experimental para los tres niveles de concentracion concluyendo que el
texp=<ttab CON un nivel de confianza de 99,73% y grados de libertad de 9 por lo que se

puede afirmar que ambos valores no difieren significativamente y el método satisface las
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condiciones de exactitud, en el primer nivel te2,39<tiwy 2,75; segundo nivel tepl,49<tiap

2,69y en el tercer nivel texp1,06<tia 1,83.

Ademas, se determin0 el valor de recuperacion con los valores encontrados del ECMR
los cuales son superiores al 95% este valor nos indica que el método es apropiado para
este tipo de matriz, porque el porcentaje de recuperacion es aceptable.

Para la robustez, se evaluaron tres factores importantes de la metodologia: tiempo de
digestion, concentracién del titulante y temperatura ambiental en la etapa de titulacion.
La evaluacion se realizdé con los dos materiales de referencia secundarios ya que se
evalud la concentracion mas baja y la concentracion mas alta. De acuerdo a (La Guia
No.1 ISPCH, 2010), la robustez se determina por medio del test de Youden y Steiner,
donde los factores que se establecen, varian con un valor alto y uno bajo de acuerdo a las

variables que puedan afectar la metodologia analitica. (Tabla N°6).

Para cada nivel se realizaron 4 determinaciones, para el tiempo de digestion se trabajo
con un tiempo de 2 horas y tres horas, para la etapa de titulacion se emple6 como
titulante acido clorhidrico en concentracion de 0,0500 N y 0,0520 N y por ultimo se
trabajo en la etapa de titulacion acondicionando el area de titulacion a una temperatura
de 20°C y 30°C.

Concluyendo que las tres variables son sensibles, por lo que el tiempo de digestion debe
ser superior a las 2 horas y 20 minutos, la concentracion del titulante debe ser de 0,052
N y la temperatura ambiente al momento de la titulacién debe ser de 20°C + 5°C.

La incertidumbre del método se determind en base al componente sistematico y
aleatorio, utilizando los datos de la precision intermedia y desviacion del sesgo se
combinaron ambos componentes en términos relativos Urel = 6,501*X ***para calcular

la incertidumbre y poder expandirla con un factor de cobertura igual a 2 (k=2).
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10.

CONCLUSIONES

1. Se establecio el método analitico para la cuantificacion de proteina cruda por micro

Kjeldahl que se desarroll6 a través de la digestion, destilacion y titulacion.

2. Se determinaron las caracteristicas de desempefio del método analitico para la

cuantificacion de proteina cruda por micro Kjeldahl.

v

Se determind que el método analitico para la cuantificacion de proteina cruda por
micro Kjeldahl es especifico y selectivo evidenciandose que la matriz u otro
componente no ejercen ningun efecto en la cuantificacion de proteina cruda en
harina de quinua.

Se establecié que el método analitico para para la cuantificacién de proteina
cruda por micro Kjeldahl es lineal desde 0,36 g/100g a 7,47 g/100g obteniendo
un coeficiente de correlacion r = 1,000. Demostrando asi que existe una
correlacion entre la concentracion de proteina cruda y el volumen obtenido en la
titulacion de nitrogeno.

Se comprobd que el método analitico para la cuantificacion de proteina cruda por
micro Kjeldahl es preciso en el rango de trabajo establecido.

Se establecio que el método analitico para la cuantificacion de proteina cruda por
micro Kjeldahl es exacto el tep<twp cOn un nivel de confianza de 99,73% con
grados de libertad de 9 por lo que se puede afirmar que ambos valores no difieren
significativamente para el nivel de confianza seleccionado y por lo tanto
concluimos que el método satisface las condiciones de exactitud.

Los limites de deteccion y cuantificacion son: LD = 0,11 g/100g y LC = 0,36
9/100g respectivamente.

Es Robusto variando en el tiempo de digestion con un tiempo superior a las 2
horas y media, concentracién del titulante de 0,052 normal y condiciones

ambientales en el momento de la titulacion de 20°C * 5°C, es sensible al tiempo
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v

de digestion, de titulacion y de condiciones ambientales al momento de la
titulacion.

La incertidumbre fue estimada a partir de los datos de la validacién, datos de
desviacion estandar del sesgo (DESR;), datos de precision intermedia ya que el
componente de la incertidumbre es una funcién polindmica y se la expresa como
incertidumbre relativa Uy = 6,501*X % para calcular la incertidumbre y poder
expandirla con un factor de cobertura igual a 2 (k=2).

La validacion del método analitico para determinar proteina cruda en harina de
quinua por micro Kjeldahl, fue sometido a una evaluacion por parte de la
Direccidn técnica de Acreditacion (DTA) como parametro para la ampliacion de
acreditacion del Laboratorio de Control de Alimentos (LCA), los resultados

obtenidos fueron satisfactorios a la fecha, es un parametro acreditado.

3. Se acepta la hipotesis planteada: EI método analitico de micro Kjeldahl utilizado para

la cuantificacidn de proteina cruda en harina de quinua es exacto y preciso.

4. Se elabor6 un procedimiento para la validacion del método de ensayo el cual puede

ser aplicado a otras matrices.

11.

RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el método con otros tipos de matrices alimenticias para
ampliar el alcance del método.

Se recomienda al Laboratorio de Control de alimentos (LCA) como coordinador
de los 18 laboratorios a nivel nacional habilitados en la Red de Laboratorios
Oficiales de Analisis de Alimentos (RELOAA) aplicar este método para realizar

la vigilancia y control de este producto.

[1-93



12. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Arias Gonzales, L. (2014). Validacién de un método analitico para la cuantificacion de
vitamina a en alimentos, por cromatografia liquida de alta resolucion y su

determinacion en guayaba fresa. Guatemala de la Asuncién.

Carrasco, E. y Soto, J. (2010). Importancia de los Granos Andinos. Roma: Byodiversity

International.

DTA - CRI 011. (2015. Estimacién de la incertidumbre de las mediciones en

laboratorios de Ensayo.

EURACHEM. (2016). La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos. Espafia:
euroLab.
Fennema, O. (1993). Quimica de los Alimentos. Zaragoza: ACRIBIA.

ICH Tema Q2. (1995). Nota de explicacion de validacion de validacion procedimientos

de analitica: texto de metodologia.

ISO 3534- 1: 1995.Estadistica, Vocabulario y Simbolos. Partel: términos relativos a
probabilidades y estadistica general.

ISO/IEC 17025:2005. Requisitos Generales para la Competencia de Laboratorios de

Calibracion y Ensayo.

ISPCH. Instituto de salud Publica de Chile. (2010). Validacion de métodos vy

determinacion de la incertidumbre de la medicion. Santiago.

Risi Juan, Rojas Wilfredo y Pacheco Mauricio. (2015). Produccién y mercado de la
quinua en Bolivia. La Paz: Grafika Leal.

Moya, D. (2017). Curso Validacion de Métodos de Ensayo. DMA/NFMG

http://www.scielo.org.bo/scielo.php?pid=S102406752006000100013&script=sci arttex.

[1-94


http://www.scielo.org.bo/scielo.php?pid=S102406752006000100013&script=sci_arttex

Rojas, W. y cols. (2010). Valor nutricional, agroindustrial y funcional de los granos

andinos. Roma: Byodiversity International.

Rojas, W. (2010). Granos andinos. Roma: Bioversity International.

UNE — EN ISO 20483 -2013. Determinacion del contenido de nitrégeno y célculo de
contenido de proteina cruda segun el Método Kjeldahl.

VIM- 1993. Vocabulario Internacional de Metrologia, Conceptos fundamentales y
generales, y términos asociados.

Zumbado, H. (2004). Analisis Quimico de los Alimentos Métodos Clasicos. La Habana:

Universitaria.

[1-95



ANEXOS



NOMBRE DE LA INSTITUCION

LOGO DE LA INSTITUCION

MANUAL TECNICO XXX
PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

XXX-XX-XX

[1-97



Contenido
1 OBJETO Y CAMPO DE APLICACION .......coovvieeveeeeeeeeeeeeenenen 11-99
2 RESPONSABILIDADES ... 11-99
3 REFERENCIAS......c e 11-99
3.1 Referencias NOMALIVAS ..........covieiiiiriiieee s 11-99
3.2 Referencia a documentos del sistema de gestion............cccccoceveiicinnee 11-99
4 SIGLAS e 11-100
XXX-XX-X-XX Determinacion de nitrégeno total harina de quinua — Calcul
PIOLEINA CIUTA. .. .ovveeiieieeeee et nne s 11-100
1) AMDIito de apliCACION ..........c.cveveeeeeeiecieeee e, 11-100
2) DEfINICIONES ...ttt 11-100
3) FUNAMENTO......eiiicc e 11-103
4) Precauciones y advertencias de seguridad ..........c.cccoeeeviveviveiesiiesnenn. 11-105
5) Equipos, reactivos Y materialesS..........ccoevveereeniveinsiie e 11-106
IMAEEIIAIES ... 11-106
6) Trazabilidad metroldgiCa .........ccoeeieiiiiiiie e 11-124
12) Datos de validacion del MmEtodo...........ccevvvveiieiiiie e 11-133
5 FORMATOS DE REGISTRO A APLICAR ..o 11-135

o de

[1-98



1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

El presente Manual Técnico establece los procedimientos de ensayo

1

2.1
1)

2)

3)

2.2
1)
2)

vigentes que aplica al Area de andlisis.

RESPONSABILIDADES

Actividades RT |SA |EC | AL
Planificacion de los ensayos I Cc |l E
Realizacion de ensayos I c |l E
Aplicacion de actividades de control de |l C |l E
calidad

Caélculo y transcripcion de resultados I C |l E
Control de los datos I E |l E
Reporte de resultados de ensayo I C |l E
RT  Responsable Técnico E Ejecuta

EC  Encargado de calidad C Coordina

SA  Supervisor de Area | Informa/Recibe Informacion

AL  Analista de Laboratorio
AX  Aucxiliar de Laboratorio

PL  Personal de Laboratorio

REFERENCIAS
Referencias normativas

Norma Boliviana ISO/IEC 17025 - 2005 Requisitos Generales para la Competencia de
Laboratorios de Calibracion y Ensayo, apartados 5.4

ISO 20483-2013. Cereales y pulsos. Determinacion del contenido de nitrogeno y célculo del
contenido de proteina cruda- método Kjeldanhl.

Norma Boliviana 1SO/9000 — 2005 Sistemas de gestion de la calidad — Fundamentos y
Vocabulario

Referencia a documentos del sistema de gestion
XXX-XX Manual de la Calidad. Capitulo 5.4

XXX-X-XX Control de trabajos de ensayos no conformes
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3) XXX-X-XX Validacion de métodos de ensayo
4) XXX-X- XX Aseguramiento de la calidad de resultados de ensayo
3 SIGLAS

SG: Sistema de Gestion
RT: Responsable Técnico
EC: En cargado de calidad

1. XXX-XX-X-XX Determinacion de nitrégeno total en harina de quinua —

Calculo de proteina cruda

1) Ambito de aplicacion

Es aplicable a la determinacion del contenido de nitrégeno en harina de quinua de

acuerdo al método Kjeldahl, y el calculo del contenido de proteina cruda.

Esta norma proporciona el método para determinar el contenido de nitrégeno total
en el rango de 0.36 g/100g a 7,50 g/100g.

El método no distingue entre nitrégeno proteico y nitrogeno no proteico.
2) Definiciones

Cereales

Los cereales constituyen un grupo de plantas dentro de otro mas amplio: las gramineas. Los mas

utilizados en la alimentacién humana son el trigo, el arroz y el maiz, aunque también son
importantes la cebada, el centeno, la avena y el mijo. El grano del cereal, que constituye el
elemento comestible, es una semilla formada por varias partes: la cubierta o envoltura externa,
compuesta basicamente por fibras de celulosa que contiene vitamina B 1, se retira durante la
molienda del grano y da origen al salvado. En el interior del grano distinguimos
fundamentalmente dos estructuras: el germen y el nucleo. En el germen o embrion abundan las
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proteinas de alto valor bioldgico, contiene grasas insaturadas ricas en &cidos grasos esenciales y

vitamina E y B 1 que se pierden en los procesos de refinado para obtener harina blanca.

La parte interna o nlcleo amilaceo, estd compuesto por almidén y en el caso del trigo, avena y
centeno por un complejo proteico denominado gluten que estd formado por dos proteinas:
gliadina y gluteina, que le dan elasticidad y caracteristicas panificables a la masa de pan y son
responsables de la esponjosidad y textura del buen pan. Cuando el cereal se consume tras
quitarle las cubiertas y el germen, se denomina cereal refinado. Cuando se procesa sin quitarle
las cubiertas, el producto resultante se denomina integral. Las harinas integrales son mas ricas en
nutrientes, contienen mayor cantidad de fibra, de carbohidratos y del complejo vitaminico B 1.
El valor nutritivo de los cereales esta en relacion con el grado de extraccion del grano "cuanto

maés blanco es un pan, menor valor nutritivo tiene".

Los cereales y sus derivados son ricos en carbohidratos tanto de absorcion répida (tras la
ingestion pasan a la sangre en poco tiempo) como de absorcion lenta (fibra). El contenido de la
fibra varia segun el proceso industrial de preparacién. El contenido proteico es muy variable,
entre un 6 y un 16% del peso, dependiendo del tipo de cereal y del procesamiento industrial. La
composicion en aminoacidos de las proteinas de los cereales depende de la especie y variedad,;
en general son pobres en aminoécidos esenciales, por lo que se las cataloga de proteinas de
moderada calidad biolégica. Por tanto, cuando se combinan con legumbres, o con proteinas de

origen animal (queso, pescado, etc.) se obtienen proteinas de elevado valor bioldgico.
Quinua

La quinua es una planta, concretamente un Pseudo-cereal, que pertenece al género
Chenopodium y a la familia de las Amaranthaceae. La semilla de la quinua se consume
como si fuera un cereal y en cuanto a su composicion esta formada principalmente por
hidratos de carbono, proteinas y grasas de tipo insaturadas, conteniendo a su vez acidos
omega 6 y omega 3. Ademas, tiene un alto aporte de fibra, asi como una serie de

micronutrientes como el calcio, el zinc el fosforo y vitamina B y E.

Estas caracteristicas hacen que la quinua sea considerada por la FAO como un Pseudo-

cereal muy valorado y con un gran potencial nutritivo.
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Proteina

Las proteinas son moléculas complejas imprescindibles para la estructura y funcion de
las células. Su nombre proviene del griego proteos que significa fundamental, lo cual se

relaciona con la importante funcion que cumplen para la vida.

Las proteinas se originan a partir de la union de otras moléculas llamadas aminoéacidos,
se agrupan en largas cadenas y se mantienen estables por uniones quimicas Ilamadas

enlaces peptidicos.

Las proteinas pueden ser de varios tipos segun las funciones que cumplen en el
organismo, sin embargo, a grandes rasgos se clasifican en proteinas estructurales y
proteinas con actividad bioldgica. Las proteinas que consumimos en la dieta pueden ser
de cualquiera de los dos tipos, independientemente de su origen se consideran proteinas
alimentarias, el valor nutritivo de las proteinas viene dado por la mayor o menor

presencia de los aminoacidos esenciales en su composicion.

Muestra

Porcion representativa tomada de un lote.

Muestra Elemental

Es la cantidad de muestra de consumo humano tomada al azar en un punto del lote.
Muestra de Laboratorio

Es la cantidad de muestra de consumo humano, obtenida de una muestra fraccionada,
que estd en condiciones de ser enviada al laboratorio para efectuar los ensayos
correspondientes.

Muestra de ensayo

Es la cantidad de muestra de consumo humano, homogeneizado y fraccionado (cuarteo),

destinada a diferentes ensayos.
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3) Fundamento

En un andlisis elemental de un alimento, lo méas frecuente y menos complejo es
investigar la proteina bruta de los diferentes aminoacidos o proteinas especificas. No
obstante, los procedimientos méas utilizados no determinan directamente esta proteina,
sino el contenido en nitrdgeno, que se expresa como nitrégeno total y que se obtiene
mediante una combustion liquida en la que, en un primer paso, el nitrégeno de la
muestra se convierte en sulfato amonico, el cual luego se transforma en amoniaco. Este
amoniaco se destila y se valora en una solucion de acido normalizado. Esta técnica
desarrollada por Kjeldahl, se ha convertido en método de referencia con multiples
modificaciones. Determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto al nitrogeno
proteico como al no proteico. La proteina bruta se halla multiplicando el nitrégeno total
(N) por un factor, que se ha calculado considerando los componentes basicos de un gran

numero de muestras del mismo alimento, y expresando el resultado como proteina.
La técnica mas utilizada es el método Kjeldahl. Este método se trata de una volumetria.

El método Kjeldahl mide el contenido en nitrégeno de una muestra. La proteina se puede
calcular seguidamente, presuponiendo una proporcion entre la proteina y el nitrégeno
para el alimento especifico que esta siendo analizando, tal y como explicaremos mas
adelante. Este método puede ser dividido, basicamente en 3 etapas: digestion o
mineralizacion, destilacion y valoracion. El procedimiento a seguir es diferente en
funcién de si en la etapa de destilacion el nitrogeno liberado es recogido sobre una
disolucion de acido bérico o sobre un exceso conocido de acido clorhidrico o sulfurico
patrén. Ello condicionara la forma de realizar la siguiente etapa de valoracion, asi como

los reactivos empleados.

Digestion de la muestra con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores
que aceleran el proceso, aumentando el punto de ebullicion del &cido. Con esta
digestion, transformamos el nitrégeno (en su mayor parte organico) en sulfato amonico

(nitrogeno amoniacal). Pasamos a medio alcalino mediante la adicion de hidroxido
[1-103



sodico concentrado, y se destila el nitrogeno en forma de amoniaco en corriente de vapor

de agua.

a. Etapa de digestion: un tratamiento con &cido sulfdrico concentrado, en presencia
de un catalizador y ebullicion convierte el nitrégeno organico en i6n amonio,
segun la ecuacién 1.

Catalizador/calor

AR N[ S PR 5 V{0 Y —— —CO2 + (NH4)2 S04 + SO2 (ec. 1)

b. Etapa de destilacion: se alcaliniza la muestra digerida y el nitrégeno se desprende
en forma de amoniaco (ecuacion 2). EI amoniaco destilado se recoge sobre un
exceso conocido de acido borico (ecuacion 3).

(NH2) SO4 + 2 NaOH — 2NH3 + Na2S04+ 2H20 (ec. 2)

NH3 + H3BO3 — NH4" + H2BO3' (ec. 3)

c. Etapa de valoracién: La cuantificacion del nitrégeno amoniacal se realiza por
medio de una volumetria &cido-base del idn borato formado, empleando acido
clorhidrico o sulfarico y como indicador una disolucion alcohdlica de una mezcla
de rojo de metilo y verde de bromo cresol (ecuacion 4). Los equivalentes de
acido consumidos corresponden a los equivalentes de amoniaco destilados.

H2BO3™ + H' — H3BO3 (ec. 4)
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METODO KJELDAHL

Con este método, podemos calcular el porcentaje de nitrdgeno en la muestra.
Multiplicando por un ndmero que varia segun el alimento, podemos estimar el
porcentaje de proteinas. La desventaja de este método es que se determina todo tipo de
nitrogeno en la muestra, asi, si un alimento tiene muchas bases nitrogenadas, el
porcentaje de proteina se estima por encima del valor real. Las principales ventajas son

gue es un método rapido y, ademas, econémico.

4) Precauciones y advertencias de seguridad

Tomar en cuenta los siguientes procedimientos:

XXX-X-XX Procedimiento de control de las instalaciones y condiciones ambientales.

XXX-X-XX Procedimiento de Orden y Limpieza.

XXX-X-XX Procedimiento para el Control de equipos.

XXX-X-XX Procedimiento para la Validacion de métodos de ensayo y estimacion de la

Incertidumbre de medida

XXX-X-XX Procedimiento para la Calificacién y Capacitacién del personal.

XX-X-XX Procedimiento de Manipulacion de Muestras.

XXX-X-XX Procedimiento de Verificacion de Balanzas.
XXX-X-XX Procedimiento de Verificacién de Material de Vidrio.

XXX-X-XX Procedimiento de Aseguramiento de la Calidad de los resultados de ensayo.
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XXX-X-XX Procedimiento para la manipulacion de Patrones y Materiales de

Referencia.

5) Equipos, reactivos y materiales

Equipos:

a) Moledora o molinillo de cuchillas.

b) Balanza analitica con capacidad de pesar, cerca 0,001g.
c) Campana de Extraccion.

d) Termocupla

e) Aparato de digestion

f) Aparato de destilacion.

g) pH metro

h) Agitador magnético

La distribucién homogénea de la temperatura en la unidad de digestion debe ser

cerciorada.

El aseguramiento de la homogeneidad de la temperatura debe ser realizada llevando
a cabo un ensayo con un material de referencia y considerar el rango de

recuperacion obtenido.

El aparato de destilacion también debe ser verificado por la conduccién de la
destilacion de una cantidad conocida de una sal de amonio (ejemplo 0,10 g de de
sulfato de amonio) y verificando que el rango de recuperacién sea entre 99.5 a 100,5
%.

Materiales

a) Tubo Kjeldahl

b) Gradilla

c) Pipeta graduada de 10 ml

d) Matraz aforado de 1000 ml

e) Dispensador de capacidad de 5 ml.
f) Matraces Erlenmeyer de 250 ml.
g) Espatula.
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h) Bandeja rectangular
i) Gradilla
j) Soporte para tubo Kjeldahl

k) Bureta de 25 ml con una graduacién de 0,1 ml y error maximo de 0,05 ml en

cumplimiento a la norma ISO/R 385 Clase A

Reactivos:

Usar solo reactivos libres de nitrégeno o de grado analitico reconocido excepto para

materiales de referencia, y agua destilada o desmineralizada o agua extra pura.

a) Solucion de HCI = 0,05 mol/l, (Cuaderno de Preparacion de Reactivos XXX-

XXXX-XXX).

PREPARACION Y VALORACION DE HCL 0,052
CALCULOS

DATOS DE HCI

PM = 36.5g/mol Eg-g= PM/1
% p/p =37%
Calculo de la concentracion [c] de HCI en g/ml disol.

Eq-q ..*N
= [C] i HCI HCI

Donde:
PM HCI = 36,5 g/mol

[c] = Concentracion de HCI en g/ml

d=1,19 g/ml
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Eg-q =PM/1

N = Normalidad que se desea preparar

Remplazando datos en F1

36,5
[C] HCl =

*(,052
10°

[[C] = 1,89x10° g HCI/mI}

Calculo del soluto de HCI puro

F2 S =[C]*D

Donde:
S = Soluto de HCI puro

[C]= Concentracion de HCI en g/ml

D = Volumen de disolucién que se desea preparar (1000ml disol.)

Remplazando datos en F2
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S =1,89x10-3 g HCI/ml disol. * 1000 ml disol.

S =1,89 g HCl puro

Calculo para los gramos de HCI comercial

37 g HCI puro ----------------- 100 g de HCI comercial

3.65g HCI puro --------------- X g HCI comercial

X =5,13 g HCI comercial

Calculo del volumen de HCI con la densidad [d = 1,19 g/ml]

m
B3 Vi =4 =
HCI
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Donde:
V HCI = Volumen de HCI

masa de HCI comercial

3
I

densidad de HCI [d = 1,19 gr/ml]

o
11

Remplazando datos en F3

V HCI = 4,31 ml HCI

Carbonato de sodio con certificado de pureza de 100 +0,05%.

Célculos para la Valoracion de HCI 0,052 N con Na2CO3 p.a.
Para un volumen Teoérico (VT) de 10 ml de HCI 0,052 N

Calculando el Fa del estandar primario Na2CO3

F4

Fa _ Eq -q Na,CO, *N HCI
Ns,CO; — 3
2 3 10
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Donde:

PM Na2CO3 = 106 gr/mol

Fa = Factor de anélisis del Na2CO3

Eg-g = PM/2

N = Normalidad de la solucién HCI [0,052 N]

Remplazando datos en F4

T Na,CO, *0,052N ¢

103

[Fa Na2CO3 = 2,756x10-3 g Na2CO3 /ml de HCI }

Calculo de la cantidad de muestra [CM] para un VT = 10ml de HCI 0,052 N

F5 [CM =Fa* VT}
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Donde:

CM = cantidad de muestra de Na2CO3
Fa = factor de analisis del Na2CO3
VT = Volumen tedrico [10ml de HCI]

CM = 2,756x10-3 g Na2CO3 /ml de HCI * 10 ml HCI 0,052 N

[CM =0,02756 g de Na2CO3 ]

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION.
Colocar 10 - 20ml de H20 destilada al matraz aforado de 1000ml

Medir exactamente 4,31 ml HCI p.a. [d =1.19g/ml; 37%p/P] con una pipeta graduada
de 10ml

Luego Verter los 4,31 ml HCI p.a. [d =1.19g/ml; 37%p/P] al matraz aforado de
1000ml

Afadir unos 800 ml de H20 destilada y llevar al agitador magnético para mezclar

Posteriormente aforar con H20 destilada (recomendacion antes de llegar al aforo puede

utilizar una pizeta, para no cometer ningun error al aforar la solucion)
Nuevamente llevar a un agitador magnético para completar la disolucion

Trasvasar a un frasco ambar limpio y seco debidamente etiquetado
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VALORACION DE HCI 0,052 N con Na2CO3 p.a.
Para un volumen Tedrico (VT) de 10 ml de HCI 0,052 N
Primero

Pesar en un Matraz Erlenmeyer de 100 ml exactamente 0,02756 g Na2CO3 p.a. Con

ayuda de una balanza analitica con una precision de 0,1mg

Luego afadir de 10 — 20 ml de agua destilada al matraz Erlenmeyer para diluir el
Na2CO3

A continuacion, agregar de 1 — 3 gts. Del indicador (Naranja de metilo)
*Esta cantidad pesada 0,02756 g Na2CO3 p.a.

Esta calculado para gastar 10 ml (VT) de solucion de HCI 0,052 N

Segundo

Cargar la bureta con la solucién de HCI 0,1N (recientemente preparada)

Llevar la bureta a un soporte universal y colocar el matraz Erlenmeyer por debajo de la

bureta (Como se observa en el grafico)

Empezar a titular abriendo la llave de la bureta hasta cambio de color (de Amarillo
naranja a Rojo)

Anotar el volumen gastado de la bureta (VP)
Calcular el “FC “con la siguiente formula
Fc= Vit/Vp

El intervalo de aceptacion de FC se encuentra entre (0,9 — 1,1)
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Si el factor de correccion calculado se encuentra por debajo o por encima del intervalo

de aceptacion se debe volver a preparar la solucion de HCI 0,052 N

GRAFICO VALORACION DE HCI 0,052 N

Indicador [Naranja de metilo 0,1 % en solucién alcohélica]

ambio de color [Amarillo naranja a Rojo]

CM =0,02756 g Na,CO3
Indicadores:

Afadir volimenes de solucién A y solucion B como esta la recomendacion del aparato

que se usa (por ej. 5 volimenes de solucion A'y 1 volumen de solucion B).

NOTA 1.- Es posible usar una solucion de acido borico lista para usar que contenga el

indicador de color.
NOTA 2.- El rango de la solucién Ay B debe ser ajustado dependiendo del aparato.

La titulacion debe realizarse potencio métricamente con el uso de un electrodo de pH, el

cual debe ser verificado una hora antes de su uso.
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Solucion A

Verde de bromo cresol (C21H14Br405S); 200 mg

Etanol (C2H50H), cantidad suficiente para 100 ml de solucion

Solucion B

Rojo de metilo (C15h15N302) anhidro; 200mg

Etanol (C2H50H), v/v, cantidad suficiente para 100 ml de solucion
PREPARACION DE ROJO DE METILO — VERDE DE BROMO CRESOL (1:5)
CALCULOS PAR LA PRIMERA PARTE

Calculo de la cantidad de soluto [Rojo de Metilo]

0,2 g Rojo de Metilo  ------------------------ 100 ml Solucién Alcohdlica al 95 %

X =0,2 g Rojo de Metilo

Calculando el VVolumen de Alcohol p.a. necesario para preparar una solucién alcohdlica
al 95%
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C1[Alcoholal 99,9%

*
Fl V _ C2[SoI.AIcohoIica95%] VZ[Squcion]
1 Alcohol99,9%

Donde:

C1 =[C] Concentracion de alcohol p.a. 99.9 %

V1 = Volumen que se requiere para tomar la alicuota del alcohol p.a. 99.9 %
C2 = Concentracion deseada de la solucion alcohdlica [Ej. 95%]

V2 = Volumen de la solucion deseado [Ej. 100 ml]

Remplazando datos en F1

959% *100 ml Sol
V1 Alcohol99,9% — 99.9%

V 1 Alcohol 99,9 % = 95 ml de alcohol

Calculo del volumen de H20

Vv

isol. Y Alcohol al 99,9%pa.

F2 Vi ,0 = Vo
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Donde:

VH20 =Volumen de H,O que se requiere

V Disol. = Volumen de la Disolucién que se desea preparar [Ej. 100 ml]
V Alcohol al 99,9 %p.a. = Volumen de Alcohol al 99,9 % p.a.

Remplazando datos en F2

[VHzo = 5mlde H,O ]

CALCULOS PAR LA SEGUNDA PARTE

Calculo de la cantidad de soluto [Verde de Bromo cresol] a partir de [C] = 1g Verde Br

cresol/ 500ml de Solucidn alcohdlica al 95 %

1 g Verde de Bromo cresol  -----------=-=-=mnumnuo- 500 ml Solucion Alcohdlica al 95 %

X g Verde de Bromo cresol  ----------=-=mmummmnm 100 ml de Solucién Alcoholica al 95 %

[X = 0,2 g Verde de Bromo cresol}
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Calculando el Volumen de Alcohol p.a. necesario para preparar una solucién alcoholica
al 95%

*
CZ [Sol.Alcoholica95%] V2[So|ucion]

Fl Vl Alcohol99,9%

C1[Alcoholal 99,9%

Donde:

C1 = [C] Concentracidn de alcohol p.a. 99.9 %

V1 = Volumen que se requiere para tomar la alicuota del alcohol p.a. 99.9 %
C2 = Concentracion deseada de la solucion alcohdlica [Ej. 95%]

V2 = Volumen de la solucion deseado [Ej. 100 ml]

Remplazando datos en F1

95 % *100 ml Sol
VlAIcohoI99,9% = 99.9%

Este es el Volumen que

se debe tomar del frasco

[ V 1 Alcohol 99,9 % = 95 ml de alcohql

Célculo del volumen de H20

F2 [ VH20 = VDisoI. _VAIcohoI al 99,9%p.4
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Donde:

VH20 = Volumen de H20 que se requiere

V Disol. = Volumen de la Disolucién que se desea preparar [Ej. 100 ml]
V Alcohol al 99,9 %p.a. = Volumen de Alcohol al 99,9 % p.a.

Remplazando datos en F2

VHZO = 100 ml Disol.” 95 rnIAIcohoIal 99,9%p.a.

[\/Hzo = 5mlde HZO]

Calculo para tomar la Alicuota de las dos soluciones preparadas (1; 5)
1 ml Sol. Rojo de metilo ----------------=--=----- 5 ml Sol. Verde bromo cresol

X ml Sol. Rojo de metilo -------------=--=---=---- 100 ml Sol. Verde bromo cresol

Este es el Volumen que se debe tomar de la primera

X =20 ml Sol. Rojo de metilo

100 ml Sol. Verde bromo cresol| Este es el Volumen que se debe tomar de la Segunda
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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION.
Primero

En un vaso de precipitados de 100 ml pesar exactamente 0,2 g de Rojo de Metilo con

ayuda de una balanza analitica de precision de 0,1mg
Transferir la cantidad pesada (0,2 g de Rojo de Metilo) a un matraz aforado de 100 ml

Afadir 95 ml de alcohol p.a. 99,9% al matraz; Agitar para que el soluto (Rojo de Metilo)
se disuelva [Recomendacion: lavar el vaso de precipitado con los 95 ml de alcohol p.a.

99.9 % para no perder el soluto]

Luego con ayuda de una pipeta de 5 ml completar hasta el aforo con H20 destilada

[Recomendacion: No debe sobrepasarse el menisco del aforo]
Agitar hasta diluir completamente
Segundo

En otro vaso de precipitado de 100 ml pesar exactamente 0,2 g de Verde de Bromo

Cresol con ayuda de una balanza analitica de precisién de 0,1mg

Transferir la cantidad pesada (0,2 g de Verde de Bromo Cresol) a un matraz aforado de
100 ml

Afadir 95 ml de alcohol p.a. 99,9% al matraz; Agitar para que el soluto (Verde de
Bromo Cresol) se disuelva [Recomendacion: lavar el vaso de precipitado con los 95 ml

de alcohol p.a. 99.9 % para no perder el soluto]

Luego con ayuda de una pipeta de 5 ml completar hasta el aforo con H20 destilada

[Recomendacion: No debe sobrepasarse el menisco del aforo]
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Agitar hasta diluir completamente

Tercero

Preparar un frasco de color ambar, limpio y seco de capacidad aproximada de 250 ml
Luego de la primera solucion preparada tomar una alicuota de 20 ml

Trasferir la alicuota tomada al frasco de color &mbar

Posteriormente de la segunda solucion preparada, vaciar todo el contenido al envase de

color &mbar

Agitar y pegar la respectiva etiqueta; y el indicador ya esta prepara para su uso
PREPARACION DE Na (OH) 40% (10 N)
MATERIALES

Bureta de 10 ml

Matraz erlenmeyer de 100 ml

Matraz aforado de 1000 ml

Vaso de precipitado 100 ml

Balanza analitica

Espéatula

Pipeta graduada de 10 ml

REACTIVOS

Na (OH) p.a.
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H20 destilada

CALCULOS

DATOS DE NaOH

PM = 40 gr/mol Eg-q = PM/1

Célculo de la concentracion [c] de NaOH en gr/ml disol.

Eq "0 Na *N a
F1 [C] neon = Nlcgé neoH

Donde:

PM NaOH = 40 gr/mol

[c] = Concentracion de NaOH en gr/ml
Eg-qg =PM/1

N = Normalidad que se desea preparar

Reemplazando datos en F1

— *10 NaOH

[C] on = 5
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[ [C] = 0,4 g NaOH/ml disol }

Calculo del soluto NaOH

F2 S=[C]*D

Donde:

S = Soluto de NaOH

[C] = Concentracion de NaOH en gr/ml

D = Volumen de disolucién que se desea preparar (1000ml disol.)
Remplazando datos en F2

S =0,4 g NaOH/ml disol. * 1000 ml disol.

S =400 g NaOH

PREPARACION DE ACIDO BORICO AL 4%
MATERIALES

Bureta de 10 ml

Matraz erlenmeyer de 100 ml

Matraz aforado de 1000 ml
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Vaso de precipitado 100 ml
Balanza analitica

Espatula

Pipeta graduada de 10 ml
REACTIVOS

H3BO4 p.a.

H20 destilada
CALCULOS

DATOS DE H3BO4

X =40 g H3BO0,

6) Trazabilidad metrologica

Los resultados de los ensayos experimentales son trazables metroldgicamente, bajo las

siguientes consideraciones:

e EIl equipo de medicién, Bureta volumétrica se mantiene calibrado y verificado,

segun procedimiento (verificacion de material de vidrio XXX-X-XX) y cumple
con los criterios del DTA-CRI-014.
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El equipo de digestion, se mantiene calibrado y verificado, segin procedimiento
(verificacion de material de vidrio XXX-X-XX) y cumple con los criterios del
DTA-CRI-014.

El equipo potencio métrico, se mantiene calibrado y verificado, segun
procedimiento (verificacion de material de vidrio XXX-X-XX) y cumple con
los criterios del DTA-CRI-014.

Los equipos auxiliares de mediciones en magnitudes fisicas mantienen sus
calibraciones vigentes con Laboratorios de Calibracion reconocidos y se realiza
las confirmaciones metroldgicas respectivas.

Las verificaciones se realizan con patrones de trabajo y los factores de correccion
se aplican de forma sistematica a las mediciones respectivas.

El control de calidad de los resultados es realizados con material de referencia
certificado, y repeticion de muestras naturales.

7) Preparacion de las muestras

Muestreo para muestras en grano que se encuentran en un Unico envase como bolsa de

polietileno, polipropileno, tela y/o papel.

El muestreo por cuarteo se realiza en cada muestra en particular, siguiendo los siguientes

1. Abrir la bolsa o envase en el que se encuentra la muestra.
2. Pasar la muestra a una bandeja de plastico, homogenizar y uniformarla de

manera que quede bien distribuida en la base de la bandeja.
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3. Dividir con la ayuda de una espatula el contenido (muestra) que se encuentra

en la bandeja en cuatro partes iguales, denominandose: Parte A, B, C, D.

4. Tomar las partes Ay D y descartarlas, devolviéndolas a su envase original.

O

Muestra

(

5. Trabajar con las partes B y C que quedaron en la bandeja homogenizar y

uniformar nuevamente para dividir en cuatro partes iguales: A, B, Cy D.
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6. Tomar las partes By Cy descartarlas, devolviéndolas en su envase original.

TN
A B N
—_—>
C D Muestra
N~

7. Las partes que quedan en la bandeja se constituyen en la porcién de ensayo, la

cual es trasladada a una caja petri de vidrio con tapa.

—
A > ——

8. Si la muestra se encuentra molida en forma de harina seguir de 1 a 7
exceptuando la molienda en preparacion de muestra.
8) Desarrollo

a) Porcion de ensayo.

Pesar en la Sala de Balanzas |1, con una precision de 0,001g, una masa de 0,30 g £ 0,05
de muestra preparada de acuerdo a 7) y registrar en el Cuaderno de registro de
determinacidon de proteinas (XXX-XXXX-XXX).
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b) Digestion.

En la Sala de Balanzas marcar los tubos de ensayo con un marcador para vidrio
indeleble el codigo de la muestra haciendo referencia a los tres dltimos digitos se
trabajara por duplicado marcando con 1y 2, para el material de referencia certificado se
procede a identificar los tubos con las letras MR 1y 2 de la misma manera se trabaja por

duplicado.

Colocar en el centro del platillo de la balanza analitica, el soporte de tubo Kjendalh, y
dentro de el, él tubo de digestién de manera que quede en forma vertical para facilitar
la pesada, tarar, seguidamente con ayuda de una espatula incorporar la cantidad de
muestra obtenida segun 7) teniendo el cuidado de no dejar caer restos de muestra
préximo al platillo de la balanza analitica, en caso de que ocurriera esto con ayuda de
una escobilla retirarlos; registrar la porcién de ensayo en el Cuaderno de registro de
determinacion de proteinas (XXX-XXX-XXX)

Seguidamente afiadir a cada tubo de digestion:

- 0,9 g de sulfato de potasio
- 0,10 g de sulfato de cobre penta hidratado (I1)
- 3 ml de &cido sulfarico

Realizar la digestion en el equipo digestor introduciendo los tubos con todos los
reactivos en la plancha calefactora, digerir por un tiempo de 3 horas desde que éste, ha
alcanzado la temperatura de (400°C+10°C) hasta obtener una solucion limpida de color
azul verdoso sin manchas negras. Una vez transcurrido este tiempo, apagar la fuente de
calor del equipo digestor, dejar enfriar los tubos hasta temperatura ambiente, luego

trasladarlos a la gradilla, realizar todo este proceso en el area de analisis.

c) Destilacion
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Colocar el tubo con el contenido digerido en la parte izquierda del vapodest, introduzca
la sonda y sujete con ayuda del soporte del tubo, verifique que el tapon de goma calce a

la medida en la boca del tubo para evitar fugas.
Identificar el matraz erlenmeyer de la misma manera que los tubos para cada muestra.

Colocar 25 ml de acido bérico al 4% en el matraz erlenmeyer de 250 ml y 10 gotas de
indicador, luego colocar el matraz en el platillo recolector del equipo vapodest, de tal

manera que la manguera quede sumergida en la mezcla acido borico- indicador.

En el panel de control programar (cantidad de agua, cantidad de hidréxido de sodio,
tiempo de mezcla, tiempo de destilacion, tiempo de desecho y potencia), una vez

programado iniciar la destilacion.
Recibir hasta 100 ml de la graduacion del matraz erlenmeyer que contiene acido bdrico.

Una vez obtenido el destilado realizar la correspondiente titulacién con solucién de
acido clorhidrico 0.052 N con la ayuda de un agitador magnético, hasta primer cambio

de coloracion en la sala de analisis.

Anotar el volumen gastado. En el Cuaderno de registro de determinacion de proteinas
(XXX-XXXX-XXX)

Realizar el mismo procedimiento para el material de referencia certificado.

d) Preparacion de blanco de reactivo

El blanco de reactivo se realiza solo en caso de cambio de reactivos cuando este se

termine y se utilice un nuevo frasco, siguiendo todo el procedimiento desde b) y c).
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Una vez concluida la destilacion de todas las muestras y el blanco lavar el equipo
dejando limpio sin rastros de hidroxido y sin el flujo de agua, cerrando el grifo y

apagandolo. Limpiar con un pafio himedo el exterior del equipo.

9) Registroy expresion de resultados

a) Contenido de nitrégeno

Para realizar los céalculos que fueron ingresados en el cuaderno de registro de
determinacidn de proteinas (XXX-XXXX-XXX) se debe ingresar los datos a la plantilla
de célculo de nitrogeno de cereales, derivados y quinua, derivados (XXX — XXXX-
XXX), obteniendo el porcentaje de nitrégeno(**N), expresado en porcentaje m/m, y es

obtenido usando la siguiente ecuacion:

(VgMuestra — VgBlanco)
%N = i X 0,014 xNx100=  g/100g

Donde:

Vg Blanco = es el volumen en mililitros, de acido clorhidrico en solucién 0,052 N

empleado en el blanco.

Vg Muestra=es el volumen en mililitros, de acido clorhidrico en solucién 0,052 N

empleado en la muestra.

0,014 = es el valor, en gramos, de la cantidad de nitrégeno equivalente para el uso

de 1 ml de solucion 0,05 mol/l de &cido clorhidrico.
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N = es la normalidad real del &cido clorhidrico en solucion empleado en la

titulacién 0,052N

CM = es la masa en gramos de porcion de ensayo

Expresar los resultados con dos decimales.

b) Calculo de proteina cruda

Proteina cruda = F; x %N

F = factores de transformacidn del nitr6geno a proteina:

Producto Factor de conversion de
nitrégeno a proteina

Trigo normal 5,7

Trigo Durum 5,7

Productos de la molienda de | 5,7 6 6,25

trigo

Trigo para pienso 6,25

Cebada 6,25
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Avena 5,766,25
Centeno 5,7
Triticale 6,25
Maiz 6,25
Quinua y derivados 6,25

10) Informe de resultados

Los resultados se reportan en unidades del sistema internacional g/100g, con dos

decimales y segun disposiciones del procedimiento, Presentacion de informes de

ensayo XXX- X- XX.

Se reportaré el resultado con la incertidumbre.

Por ejemplo: si el valor medido en una muestra es de 2,34 g/100g

y = 6,501* X0

Uyel = 6,501 *2,34%%2 = 4,05

Urel
100

U= X*

Uc= 6,501%222= ( 32
100

Uexp :k*UC

Ueep =2*0,32 = 0,64
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Y el resultado sera reportado:
3,34 £ 0,64 g/100g
11)  Control de calidad del resultado de ensayo

a) Precision, todas las muestras son analizadas por duplicado y los resultados de las
réplicas son registrados en la Plantilla de control de calidad de resultados por
repeticion de ensayos con muestras naturales XXX — XXX- XXX.

b) Exactitud, todas las muestras del alcance del siguiente método que ingresan al
laboratorio se las analiza juntamente con el material de referencia certificado son
ingresados en la Planilla de control de calidad de resultados regular de muestras
de control XXX — XXX-XXX.

12) Datos de validacion del método

Los resultados de la validacion del método son:

PARAMETRO CONCLUSIONES
Rango lineal 0,36 — 7,50 g/100g de Nitrégeno
Limite de deteccién 0,11 g/100g de Nitrégeno

Limite de cuantificacion 0,36 g/100 g de Nitrogeno

Concentracion g/100g Sr g/100g
Repetibilidad 1,65 0,024
2,07 0,028
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1,47 0,038

Concentracion g/100g rw 9/100g

1,62 0,137
Reproducibilidad interna

2,07 0,107

1,47 0,132

Concentracion g/100g Swg/100g

1,62 0,04
Precision intermedia

2,07 0,034

7,47 0,042

Reproducibilidad

No aplica ya que se realizd una validacion inter

laboratorio

Concentracion g/100g 5;0/100g

1,60 0,03
Sesgo

2,12 -0,03

7,47 0,00

o El método es especifico y selectivo en el rango de 0,36 a

Especificidad o

7,47 g/100g de Nitrégeno.

El método es robusto a trabajar con el maximo tiempo de
Robustez

digestion vy titulando con el &cido clorhidrico 0,052 N,

consiguiéndose valores con buena exactitud a una
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temperatura de titulacién entre 20 — 25 °C

Estimada a partir de los resultados de la validacion se
cuenta con la siguiente expresidn como incertidumbre

Incertidumbre relativa.

Ure| = 6,501 * X 032

4 FORMATOS DE REGISTRO A APLICAR

XXX-XXXX-XXX Cuaderno de registro de determinacion de proteinas

XXX-XXXX-XXX Planilla de calculo de nitrdgeno en cereales, derivados y quinua,

derivados.

XXX-XXXX-XXX Planilla de recuperacion de sulfato de amonio
XXX-XXXX-XXX Preparacion de reactivos area fisico quimica
XXX-XXX-XXX Recepcion, registro y resultados de muestras de alimentos

XXX-XXX-XXX Planilla de control de calidad de resultados por uso regular de
muestras control (MRC), (MSC).

XXX-XXX-XXX Planilla de control de calidad de resultados por repeticion de ensayos

con muestras naturales.
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1 OBJETIVO

Establecer las actividades técnicas de disefio experimental, planificacion, ejecucion,

analisis estadistico e informe de la validacion y verificacién de métodos de ensayo,

utilizados en la prestacion de servicios del LCA.

2 ALCANCE

Se aplica a la verificacién de métodos:

¢ Normalizados
¢ Validados

Y la validacién de métodos:

No normalizados
Desarrollados por el laboratorio
Normalizados modificados

Normalizados utilizados fuera del alcance previsto.

3 RESPONSABILIDADES

Actividades RT

EC

SA

AL

PL

PR

Disefio experimental

Planificacion

Ejecucién experimental

Andlisis estadistico de datos de validacion

Informe de validacién

RT

EC

SA

AL

PL

PR

Responsable Técnico E  Ejecuta

Encargado de Calidad C  Coordina

Supervisor de Area | Informa/Recibe Informacion

Analista de Laboratorio

Personal de Laboratorio

Proveedor
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4 REFERENCIAS
4.1 Referencias normativas
4) Norma Boliviana ISO/IEC 17025 Requisitos Generales para la Competencia de

Laboratorios de Calibracion y Ensayo, apartado 5.4
5) DTA-CRI-016 Verificacion y validacion de métodos
4.2 Referencia a documentos del sistema de gestion
1) XXX-XX Manual de la Calidad. Capitulo 5.4
2) XXX-X-XX Compra de suministros y servicios
3) XXX-X-XX Control de las instalaciones y condiciones ambientales
4) XXX-X-XX Manipulacion de materiales de referencia

4.3 Bibliografia
No aplica

5 DEFINICIONESY SIGLAS
5.1 Definiciones

Exactitud

Grado de concordancia entre el resultado de una medicion y el valor de referencia
aceptado.

Limite de deteccion

Es aquella concentracion que proporciona una sefial en el instrumento significativamente

diferente de la sefial del blanco o sefal de fondo.
Limite de cuantificacion

Es la cantidad minima que puede cuantificarse con un nivel aceptable de exactitud.

[1-141



Linealidad
Es la proporcionalidad entre concentracion del analito y respuesta
Precision

Grado de concordancia entre resultados analiticos independientes obtenidos bajo

condiciones especificas.

Repetibilidad

Refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas condiciones.
Reproducibilidad

Es la medida de la precision de los resultados de ensayos.

Robustez

Capacidad que tiene el método de resistir pequefios cambios sin afectar los resultados.
Rango

Intervalo entre los niveles superior e inferior.

Selectividad o especificidad

Capacidad de un método analitico para medir exacto y especificamente el analito sin

detectar interferencias de impurezas.

Sensibilidad

Cantidad de analito requerida para dar un resultado significativo.
Validacion
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Confirmacion por examen y la provision de evidencias objetivas de que los requisitos

particulares para un uso especifico son cumplidas.

Verificacion

Confirmacién mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los
requisitos especificados.

5.2 Siglas

SG: Sistema de Gestion
RT: Responsable Técnico
EC: Encargado de Calidad

6 DESARROLLO
6.1 Condiciones generales

La validacion consiste en la evaluacion del desempefio de los métodos de ensayo, de
forma de demostrar que estos se ajustan a las condiciones operativas del Laboratorio y

se confirma su correcta aplicacion en las condiciones mencionadas.

Previo a la validacion el laboratorio controla todas las variables que intervienen de

forma directa e indirecta en esta actividad:

Servicios y suministros: Se asegura la provision y disponibilidad de reactivos,

materiales e insumos, con el grado de calidad exigido por el método.

Instalaciones y condiciones ambientales: Se cuentan con instalaciones adecuadas para
el desarrollo de los métodos de ensayo y las condiciones ambientales temperatura y

humedad son monitoreadas Yy registradas para un control eficaz
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Método de Ensayo: Los procedimientos de ensayo han sido detalladamente redactados,
estos se seleccionan segun la disponibilidad de los métodos base que pueden ser

normalizados, no normalizado o desarrollados por el Laboratorio.

Equipos: El laboratorio cuenta con todos los equipos principales y auxiliares para la
correcta ejecucion de los procedimientos de ensayo, estos son debidamente mantenidos,
calibrados/calificados y periddicamente verificados para asegurar su correcto

funcionamiento.

Trazabilidad: La trazabilidad de las mediciones se mantiene a través de la calibracion
de los equipos con patrones trazables, mediante servicios de Laboratorios de Calibracién
reconocidos en el &mbito nacional. En mediciones quimicas se cuenta con trazabilidad

interna a materiales de referencia certificados y secundarios, y patrones quimicos.

6.2 Planificacion de la verificacién/validacion de un método

La Direccion Técnica del Laboratorio se definira los pardmetros o mediciones que
estardn sometidas a validacion o verificacion, segun tipo de meétodo y encargara al

responsable de area la planificacion obligatoria considerando:

1) Discusién y condiciones generales para la validacion del método de ensayo
2) Objetivo

3) Alcance

4) Documentos de referencia

5) Fundamento analitico

6) Interferencias

7) Descripcion de la matriz de ensayo y muestras para validacion

7.1 Matriz de ensayo
7.2 Muestras de ensayo para la validacion

o Obtencién y manipulacién de las muestras
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o Preparacion de las muestras
8) Parametros de validacién
9) Personal para la validacion
10) Instalaciones y condiciones ambientales
11) Equipos y trazabilidad metroldgica
12) Materiales
13) Reactivos
14) Materiales de referencia
15) Disefio experimental de la validacion
16) Actividades de validacion

o Intervalo de trabajo
o Intervalo lineal
o Limite de deteccion y de cuantificacion
o Repetibilidad y Precision intermedia
o Reproducibilidad
o Exactitud
o Selectividad / especificidad
o Robustez
o Incertidumbre de medida
17) Andlisis de los datos de validacion
18) Control de calidad interno

19) Informe de validacién

Esta planificacion es documentada en el formato plan de validacion/verificacién de
meétodos de ensayo (XXX-XXX-XXX).

6.3 Parametros de validacion/verificacion

Dependiendo el tipo de método y si es necesario validarlo o verificarlo se puede seguir

la siguiente tabla de parametros a determinar.
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METODO CUANTITATIVO

METODO CUALITATIVO

VERIFICACION

Rango lineal (cuando sea aplicable)

Limite de deteccion (cuando sea
aplicable)

Limite de cuantificacién (cuando sea

aplicable)
Repetibilidad

Reproducibilidad interna o precision

Sistema de control interno de calidad
de las variables de control: personal,
reactivos,

equipos,  materiales,

instalaciones, condiciones

ambiéntales y medios de control
La participacion en comparaciones

Inter laboratorios y programas de

ensayos de aptitud acordes con

VALIDACION

intermedia

DTA-CRI-015.
Sesgo
Rango lineal Especificidad,

Limite de deteccion (cuando sea

aplicable)

Limite de cuantificacién (cuando sea
aplicable)

Repetibilidad
Reproducibilidad interna o precision

intermedia

Reproducibilidad

Sesgo

Especificidad (cuando sea aplicable)
Robustez (cuando sea aplicable)

Incertidumbre

Limite de deteccion (sensibilidad),
Falsos positivos,
Falsos negativos,

Exactitud  relativa  (si  fuera

necesario).

6.3.1 Meétodos cuantitativos

6.3.1.1 Intervalo de trabajo

Para cualquier

método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de

concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los cuales el

método puede aplicarse. Note que esto se refiere al intervalo de concentraciones o a los

valores de la propiedad relacionada, de las disoluciones medidas realmente méas que de
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las muestras originales. En el extremo inferior del intervalo de concentracion, los
factores limitantes son los valores del limite de deteccion y/o cuantificacion. En el
extremo superior del intervalo de concentracion, las limitaciones seran impuestas por

varios efectos que dependen del sistema de respuesta del instrumento.

INTERVALO DETRABAJO ,

/

LIMITE DE
CUANTIFICACION

RESPUESTA
LIMITE DE
DETECCION

/ INTERVALO LINEAL

CONCENTRACION

—

Figural. Intervalo de Trabajo

Intervalo lineal

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal. Dentro del
intervalo lineal la sefial de respuesta tendrd una relacion lineal con la concentracién del
analito o del valor de la propiedad relacionada. La extension de este intervalo puede

establecerse durante la evaluacion del intervalo de trabajo.

Note que los célculos de regresion por ellos mismos, son insuficientes para establecer la
linealidad. Para hacer esto, puede ser suficiente una inspeccidn visual de la linea y de los
residuales. Existen pruebas objetivas tales como las pruebas de bondad de ajuste que

continuan siendo las mejores.
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VALOR MEDIDO

MATERIALDE REFERENCIA

>

Figura 2. Intervalo Lineal

Disefio experimental Intervalo de trabajo

Para determinar el intervalo lineal de un método se recomienda lo siguiente:

Se recomienda realizar mediciones en al menos 3 niveles distintos de concentracion

dentro del intervalo de trabajo.

Realizar mediciones en Material de Referencia Certificado en cada punto, caso contrario
se podra trabajar con muestras enriquecidas no superando el 20% de la concentracién

original para no alterar la matriz o con material de referencia secundario.
Realizar al menos 10 mediciones en cada nivel de concentracion.

Para realizar la toma de datos se podra utilizar las siguientes tablas.

Nivel

Ensayista _
1 2 . . ] . . g-1

i Yiik
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Tabla 1. Formulario de datos originales (Formulario A)

. Nivel
Ensayista _
1 2 ] g-1
1
2
i —
Yii
p
Tabla 2. Formulario de promedios (Formulario B)
) Nivel
Ensayista _
1 2 ] g-1

1

2

| Sij

p

Tabla 3. Formulario de Desviaciones Estandar (Formulario C)

Evaluacién de Resultados

La evaluacion de los resultados consiste en:
Verificar que los resultados pertenecen a la misma poblacién estadistica

Calcular los promedios con un decimal mas que los datos originales:
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_ 1 nij
Yij = n_ZYIjk Ec(1)

ij k=1

Calcular la desviacion estandar en cada celda:

2

Sijz\/ L ni(yijk_yij) Ec(2)

n; -1
Evaluar los resultados y eliminar los valores anémalos

Test de Cochran’s

Consiste en calcular el estadistico C

co S; max Ec(5)

p
%S

y compararlo con el valor tabulado (Anexos) en caso de incumplimiento se puede pensar

en eliminar esos datos.
Test de Grubbs
Primera evaluacién

Consiste en calcular el estadistico Gj
Yis— ?J' Ec(6)
1 i (=
\/(pj—l);(y” VJ‘)Z

Y se debe comparar con el valor tabulado (Anexos) tanto para 95% y 99% de confianza.

ij

En caso de superar el 99% se considera el valor como outlier pero si esta entre 95% vy
99% se considera sospechoso.
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Relacién entre el valor de referencia y la respuesta obtenida por el método

Con los datos ya evaluados se debe realizar una correlacién lineal entre el valor medido

con los valores de referencia.

Ensayista Abscisa 9 j Ordenada 9 j

1

Tabla 4 Valores para la correlacion

Establecer un modelo lineal

Calcular la pendiente y el intercepto

q n q =
39,4, _ZqZ Ec(9)
b =1 -
o (5
;Yj* q
505
y.— k y
= S = Ec(10)
q

Calcular el coeficiente de correlacion

[1-151



q =
O sy _ It j=1
- Zv Y; a
q 2 q = 2
oo 39 | on (39)
;yj* q FZIYJ-* a
Calcular la covarianza
A = 1 | A ~ = =
vy, v,)- £ 36,9+, -7)
j=

Calcular la varianza residual

Evaluar la linealidad

Ec(11)

Ec(12)

Ec(13)

Quattrocchi et al, considera que la mejor forma de evaluar la linealidad del método

estudiado es realizar una prueba estadistica de t (t de Student):

Calcular la correlacion lineal significativa (t;).

Comparar t, con el valor tabulado ti, con un grado de significacion del 95% y (p-2)

grados de libertad.

Si t;> typ existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del método, y el

intervalo estudiado es lineal
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Si t, < tp NO existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del método,

y el intervalo estudiado no es lineal.

También se puede comprobar la covarianza

Si COV =0, el sistema esta in correlacionado

COV <0, el sistema tiene una proporcionalidad indirecta
COV > 0, el sistema tiene una proporcionalidad directa

6.3.1.2 Limite de deteccion y cuantificacion

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad relacionada,
como en el ensayo de trazas, es importante saber cual es la concentracion mas baja del
analito o el valor de su propiedad relacionada, que puede detectarse confiablemente por
el método. La importancia de determinar esto y los problemas implicitos, surgen del
hecho que la probabilidad de deteccion no cambia repentinamente de cero a la unidad
cuando se cruza un umbral. Los problemas han sido investigados estadisticamente con
detalle y se ha propuesto una gama de criterios de decisién. Surgen confusiones
adicionales debido a que no existe actualmente un acuerdo universal sobre la
terminologia aplicada. El término “limite de deteccidn” no es aceptado ampliamente
aunque se usa en varios documentos sectoriales. La ISO utiliza como un término general
“valor minimo detectable de la variable de estado definida” el cual en quimica se traduce
como la “concentracion neta minima detectable”. La IUPAC es cautelosa en el uso de

“limite de deteccion” prefiriendo “valor (verdadero) minimo detectable”.
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Limite de Limite de
Ys decision deteccion

35,

Figura 3. Limite de Deteccion

Disefio experimental Limite de Deteccion y Cuantificacion

En la practica no hay acuerdo entre los profesionales en la manera de calcularlo, ya que

esta definicion no es concreta, a continuacion se dan algunas alternativas de calcularlo.
Para determinar el Limite de deteccion y cuantificacion se recomienda lo siguiente:

e Mediciones en blancos, se recomienda realizar 10 mediciones minimo por

duplicado
e Tomar los datos del estudio de Intervalo lineal

e Resolucion del equipo de medicion

Mediciones en blancos se debe realizar la toma de datos se podré usar el Formulario A
y se podré realizar los calculos en el Formulario B y C. Después se realizaran las mismas
pruebas estadisticas anteriores. Ya con los valores estudiados se calculara la desviacion

estandar del blanco y se podra calcular el limite de deteccion y cuantificacion.
Yq=Yg +3%S; Ec(15)

Y. =Yg +10%S, Ec(16)
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Cabe resaltar que el hecho de medir cero en el blanco no significa que este sea limite, si
esto ocurriera se debe repetir esta medicion con blancos fortificados o material de
referencia adecuado.

Datos del Intervalo Lineal con la varianza residual y el intercepto se podra aplicar las

siguientes formulas:

Ys=a+3S,,, Ec(17)
ys =a+10S Ec(18)

Siendo:
a = El termino independiente de la recta de regresion
Syix= Varianza residual

Resolucién del equipo de medicién, aunque no es aconsejable consiste en calcular la
concentracion medida suponiendo una division de escala como respuesta del equipo de

medicion.

Resultados obtenidos

Luego de determinar estos parametros lo que se espera es tener definido las siguientes

Zonas.

Zonade Deteccion

Concentracion en las Muestras

Figura 4. Zona de deteccién y cuantificacion
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6.3.1.3 Precision

Normalmente, la “precision” se determina para circunstancias especificas las cuales en la
practica pueden ser muy variadas. Las medidas de precisibn mas comunes son la
“repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Estas representan las dos medidas extremas de
precision que pueden obtenerse. La repetibilidad (la precision mas pequefia esperada)
dara una idea de la clase de variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un
solo ensayista, con un equipo en un periodo corto de tiempo, es decir, es la clase de
variabilidad que se espera entre resultados cuando una muestra se analiza por duplicado.
Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos, entonces una
medida de precision mas significativa a usarse es la reproducibilidad (ésta es la medida
de precision mas grande normalmente encontrada, a pesar de que formalmente se
excluye la variacion con respecto del tiempo). Puede ser que para algunos casos
particulares sea mas Util una medida intermedia de la precision, por ejemplo la precision
medida entre diferentes ensayistas, en periodos de tiempo prolongados dentro de un solo
laboratorio. Esto algunas veces se conoce como ‘“precision intermedia”, pero las
condiciones exactas deberan ser especificadas. La precision se determina por lo general
en términos de la desviacion estandar o la desviacion estdndar relativa. Tanto la
reproducibilidad como la repetibilidad dependen generalmente de la concentracién del
analito y deben determinarse a varias concentraciones y de ser pertinente, debera
establecerse la relacion entre la precision y la concentracion del analito. La desviacién
estandar relativa puede ser mas Util en este caso puesto que la desviacion estandar
dividida por la concentracion es practicamente constante dentro del intervalo de interés,

a condicion de que éste no sea demasiado grande.
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Dispersion
(Errores Aleatorios)

Valor convencionalmente
verdadero

Figura 5. Dispersion y posicion de los Resultados

Condiciones de los estudios de Precision

Estudios de Precision

e N s v \ N\ [ v N
Variables Repetibilidad I:tr:rcr:fdr;a Reproducibilidad
. J) J L J) L J
f I
e N\ ! N \
Muestra Mismo Mismo Mismo
Método Mismo Mismo Mismo
Equipos Mismo Diferente Diferente
Reactivos Mismo Diferente Diferente
MR/MRC Mismo Diferente Diferente
Instalaciones Mismo Mismo Diferente
Cond. Amb. Mismo Diferente Diferente
Tiempo Mismo Diferente Diferente
Personal Mismo Diferente Diferente
\_ J \. /L J ~—

Figura 6. Condiciones de Repetibilidad (S,), Precision Intermedia (S,,), Reproducibilidad (Sg)
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Disefio experimental Repetibilidad, Precision Intermedia y Reproducibilidad

Para determinar la repetibilidad y precision intermedia se recomienda lo siguiente:
Se debe realizar mediciones dentro del intervalo lineal en distintas concentraciones.

Realizar mediciones en muestras naturales en condiciones de repetibilidad y precision

intermedia.

Realizar al menos 10 mediciones al menos por duplicado para cada nivel de

concentracion
Para realizar la toma de datos se podra usar el Formulario A (Tabla 1)

Evaluacion de Resultados

La evaluacion consiste en:
Verificar que los resultados pertenecen a la misma poblacidon estadistica
Esto podré hacerse siguiendo los pasos ya descritos para el intervalo de trabajo.

Calculo de la Repetibilidad y Precision Intermedia

Con los datos ya depurados

Calcular los promedios de cada nivel

P
Ny Yij

i Ec(19)

1

P

i=1

Calcular la repetibilidad y precision intermedia

11-158



s 5 " Ec(20)
;(nij _1)

52 _ §<n” 15} Ec(21)
Z(nij - 1)

sz="9_"10 Ec(22)

Ec(23)
1 P s [~ R P
=p_JZﬁﬁh)—GJ*Z%
i=1 i=1
i 2
n’
n =1 |3, = Ec(24)
Cop-lE
2N
i=1
Calcular la reproducibilidad
Sg =Si+S] Ec(25)

Calcular los limites de repetibilidad, precisién intermedia y reproducibilidad
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r=t, *\/E*Sr Ec(26)
r, =t,*J2%S,  Ec(27)
R=t, *2%*S, Ec(28)

Solo se determinara la reproducibilidad cuando se haga valide o verifique en ensayos

colaborativos.

Relacion entre la concentracion v la precision intermedia vy la reproducibilidad

Nivel Y; S, Sw

Se debe realizar una grafica y estudiar la dependencia de la repetibilidad, precision

intermedia y reproducibilidad con la concentracion del analito.

Dada la complejidad de las ecuaciones se puede emplear un método abreviado en la que

se calculan valores intermedios que permiten un calculo sencillo de la reproducibilidad.

p — P (—
To=2n*yy To=2n *(Vij)
i=1 i=1
P p
T,=>n 5 T,=2n
=) =)
Ec(29)
P
T5:§:®U_1b§
i=1
s2-_Ts
r T3 _p
g2 T,*T,-T} _g? T3(p 1)
) T3 ' T32 _T4
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Resultados Obtenidos

Luego de determinar estos parametros lo que se espera es tener definido los limites de

dispersion del método en estudio.

Figura 7. Limites de Precision

6.3.1.4 Exactitud

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero (La definicion en
ISO 3534-1 se ha adoptado en este documento). La validacién de un método busca
cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando tanto los efectos
sistematicos como los aleatorios sobre los resultados. Normalmente la exactitud se
estudia en dos componentes: la “veracidad” y la “precision”. La veracidad (de un
método) es una expresion de que tan cercana se encuentra la media de un conjunto de

resultados (producidos por el método) respecto del valor real.

Normalmente, la veracidad se expresa en términos de sesgo. La “precision” es una
medida de que tan cercanos estan los resultados unos con respecto a los otros y por lo
general se expresa mediante medidas tal como la desviacion estandar la cual describe la
dispersion de los resultados. Adicionalmente, una expresion cada vez mas comdn de
exactitud es la “incertidumbre de medicién”, la cual proporciona una figura Unica de
expresion de la exactitud. Estos tres diferentes parametros seran discutidos en su

momento.
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Presicion
- Repetibilidad Sr Veracidad
- Sesgo

Figura 8. Componentes de la Exactitud

Veracidad

La evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la media de
los resultados de un meétodo con relacion a valores conocidos, es decir, la veracidad se
determina contra un valor de referencia (o sea, un valor verdadero o un valor verdadero
convencional). Se dispone de dos técnicas basicas: la verificacion con respecto a los
valores de referencia de un material caracterizado o de otro método caracterizado. Los
valores de referencia son idealmente trazables a patrones internacionales. Los materiales
de referencia certificados por lo general se aceptan como medio de proveer valores
trazables y por lo tanto, el valor de referencia es el valor certificado del MRC. Observe
que los valores de referencia, certificados u otros pueden ser absolutos (trazables al SI) o

convencionales, es decir, que son acordados para un proposito en particular.

Claramente la disponibilidad de estos materiales es limitada. Los materiales de

referencia para una validacion pueden ser por consiguiente:

e Preparados por adicion de materiales tipicos con materiales de referencia de
pureza certificada u otros materiales de pureza y estabilidad adecuadas.
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» Materiales tipicos bien caracterizados, de estabilidad verificada internamente y
conservados para control de calidad interno.

La validacion requiere la adecuacion a un proposito, por lo tanto, la seleccion de un
material de referencia puede depender del uso pretendido. EI material de referencia debe
ser apropiado para su uso. Para trabajos de normalizacién debe usarse un material de

referencia certificado adecuado e idealmente de la misma matriz.
Interpretando las mediciones de sesgo:

Valor Medido Valor Verdadero
(Media del Laboratorio)

Sesgo Total

A
A\ 4

Media Interlaboratorio

Sesgo del Laboratorio E Sesgo del Método

Figura 10. Componentes del sesgo

La figura muestra los dos componentes del sesgo referidos aqui como los componentes
debidos al método y al laboratorio. El sesgo del método surge de los errores sistematicos
inherentes al método cualquiera que sea el laboratorio que lo usa. El sesgo del
laboratorio surge de errores sistematicos adicionales caracteristicos del laboratorio y de
la interpretacion que éste hace del método. En forma aislada, un laboratorio puede
estimar solamente el sesgo combinado. Sin embargo, en la verificacion del sesgo, es
importante estar al tanto de las convenciones correspondientes al propdsito que se tiene
en mente. Por ejemplo en muchas normas para alimentos, los limites normativos se
establecen en términos de los resultados obtenidos por el método de referencia. El sesgo
que surge unicamente del método especifico se compensa y la comparabilidad con otros
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laboratorios que utilizan el mismo metodo es la principal preocupacion. El sesgo total
determinado por un laboratorio particular durante la validacion debe entonces

compararse con cualquier sesgo reportado para el método normalizado.

Sin embargo, para la mayoria de los propositos, la aceptacion del sesgo debe decidirse
sobre la base del sesgo total medido contra materiales 0 métodos de referencia
apropiados, tomando en cuenta la precision del método, la incertidumbre en los valores

de los materiales de referencia y la exactitud requerida para el uso pretendido.

Valor de referencia

Existen las siguientes posibilidades para obtener los valores de referencia:
Referencia externa, consiste en:

e Material de Referencia Certificado (MRC)
e Material de Referencia (MR) Patron Quimico
e Muestra Obtenida a partir de un ensayo de aptitud

Comparacion de métodos, consiste en:

e Comparacion Interna: Determinaciones de un analito con distintos métodos en el
mismo laboratorio.
e Comparacion Externa: Mediante los ensayos de aptitud.

Método de adicion, Consiste en afiadir una cantidad conocida de MR y evaluar el grado

de recuperacion de las mismas y de esta determinar el valor de referencia de la muestra:

Disefio experimental de la exactitud

Para la determinacion de la exactitud se puede aplicar la siguiente sistematica:
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Se recomienda realizar mediciones dentro del intervalo lineal en diferentes

concentraciones.

Realizar ensayos en material de referencia (mejor si es certificado).
Realizar al menos 10 mediciones al menos por duplicado

Para realizar la toma de datos se puede usar el Formulario A (Tabla 1)

Evaluacién de la Exactitud

La evaluacion consiste en:
Verificar que los resultados pertenecen a la misma poblacion estadistica
Esto podra hacerse siguiendo los pasos ya descritos para el intervalo de trabajo.

Calculo del nivel de exactitud

Con los datos ya depurados

Calcular los promedios de cada nivel

p _
2Ny
. T T Ec(30
m; =y, :%7 (30)
Calcular el sesgo

Calcular la dispersion de los resultados
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S :\/sz:(yij_ij)z Ec(32)

pj_l i=1

Calcular el error cuadratico medio relativo

2 2
EcMRr = Y051 4100 Ec(33)

Y;

Calcular la desviacion del sesgo

Ec(34)

Evaluacion de la exactitud

Para realizar la verificacion de la exactitud se aplica la siguiente sistematica:

Calcular t experimental

Contrastar con el t Tabulado si:

Si texp<twan Se puede afirmar que ambos valores no difieren significativamente para el
nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método satisface la

condicion de exactitud.

Si texp>tian Se puede afirmar que ambos valores difieren significativamente para el nivel
de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método no satisface la

condicion de exactitud.
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6.3.1.5 Especificidad

En general, se dice que los métodos analiticos consisten de una etapa de medicion la
cual puede o no ser precedida de una etapa de separacion. Es necesario establecer que la
sefial producida en la etapa de medicion o alguna otra propiedad medida, la cual se
atribuye al analito, se debe Unicamente al analito y no a la presencia de algo quimica o
fisicamente similar o que surja como una coincidencia. Esta es la confirmacion de la
identidad. La interferencia de otros compuestos en la medicion del analito, dependera de
la efectividad de la etapa de separacion y de la selectividad/especificidad de la etapa de
medicion. La selectividad y la especificidad son medidas que garantizan la confiabilidad
de las mediciones en presencia de interferencias. La especificidad se considera
generalmente que es el 100 % de la selectividad pero el acuerdo no es universal. Si la
etapa de medicion no es especifica, es posible declarar que ciertos analitos no
interfieren, habiendo primero verificado que éste es el caso. Es bastante dificil establecer
que nada interfiere ya que siempre existe la posibilidad de encontrar alguna interferencia
no reconocida hasta el momento. Habra casos en que ciertas interferencias quimicas
podrian ser identificadas por un método en particular pero que la oportunidad de
encontrarlas en la vida real sea improbable. El analista debe decidir en qué punto es
razonable terminar de buscar interferencias. Estos parametros se aplican a los ensayos

tanto cualitativos como cuantitativos.

Si hay interferencias presentes y no pueden separarse del analito de interés o si el
analista no estd consciente de su presencia, entonces esas interferencias tendran varios
efectos. Dependiendo de como se establece la identidad del analito, las interferencias
pueden inhibir la confirmacion, por ejemplo, al distorsionar la sefial que surge del
analito. Las interferencias también pueden tener el efecto de incrementar aparentemente
la concentracion del analito al contribuir a la sefial atribuida a él, (o contrariamente,
disminuir la concentracion del analito si contribuye con una sefial negativa). Por lo
general, las interferencias afectaran la pendiente de la curva de calibracion de una forma
diferente a la que lo haria el analito de interés, asi, la pendiente de la curva de

1-167



calibracion en el método de adiciones puede afectar la linealidad de la curva. Este efecto
tiene el potencial para indicar la posible presencia de una interferencia oculta, pero no es

atil si la curva de recuperacion es inherentemente no lineal.

Usualmente, la selectividad de un método se investiga mediante el estudio de su
capacidad para medir el analito de interés en porciones de prueba a las cuales
deliberadamente se han introducido interferencias especificas (aquéllas que se cree
probable estén presentes en las muestras). Si no se esta seguro de que las interferencias
estan presentes, la selectividad de un método se puede investigar estudiando su

capacidad de medir el analito comparado con otros métodos o técnicas independientes.

Las pruebas a realizar para asegurar la selectividad o especificidad del método podran
ser diferentes en funcion del tipo de muestra a ensayar, la técnica utilizada, la
informacion bibliogréafica disponible, etc. Entre las pruebas més utilizadas se encuentran

las siguientes:

Método de adiciones, comparando los resultados (o la respuesta) de la muestra que
contiene las posibles interferencias con el resultado de otra muestra sin dichas
interferencias. En este caso los valores de exactitud y precision evaluados y verificados

nos deben llevar a emitir una conclusion sobre la selectividad/especificidad del método.

Comparacion de los resultados obtenidos por un método, con los resultados obtenidos
por otro método (método de confirmacién). Es importante que el método de
confirmacién sea un método normalizado, en este caso también los niveles de exactitud
y precision y los procesos de verificacion son elementos importantes para establecer la

selectividad/especificidad de un método de ensayo.

Trabajar con los datos del proceso de verificacion del modelo lineal, en este caso si el
modelo es lineal la pendiente debe ser constante en todo el rango de trabajo, esto

muestra que el método es selectivo/especifico en dicho rango.
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Test mediante adicion de un estandar ("Spiking").

6.3.1.6 Robustez

Una medida de la efectividad del método analitico es qué tan buen desempefio se
mantiene aun sin una implementaciéon perfecta. En cualquier método habra ciertas
etapas las cuales, si no se llevan al cabo con suficiente cuidado, tendran un efecto
severo sobre el desempefio del método y pueden dar como resultado que
definitivamente, el método no funcione. Estas etapas deben identificarse como parte
del desarrollo del método y si es posible, debe evaluarse su influencia sobre el
desempefio del mismo por medio de “pruebas de robustez”. Esto incluye aplicar

variaciones deliberadas al método y estudiar el efecto resultante en el desempefio.

De esta manera es posible identificar las variables que tiene el efecto mas significativo
y en base a ello, controlarlas cuidadosamente cuando se aplica el método. Cuando se
requiere mejorar el método, las mejoras se pueden realizar sobre aquellas partes que se
sabe, son criticas. La robustez por lo general se evalla durante el desarrollo del
método, comUnmente por el laboratorio que lo ha propuesto y antes de la colaboracion
con otros laboratorios. La AOAC [21] describe una técnica establecida para pruebas de
robustez. Las pruebas de robustez se aplican normalmente para investigar su efecto

sobre la precision y la exactitud del método.

El objetivo de la prueba de robustez es optimizar el Método de Ensayo y describir que
bajo las condiciones establecidas (incluidas sus tolerancias) se pueden obtener
resultados suficientemente exactos con una alta seguridad, de manera que el
procedimiento funcione confiablemente si se utiliza en otros laboratorios o después de

largos intervalos de tiempo.

Un método es mas robusto entre menos dependan los resultados del ensayo de una

modificacion en las condiciones de éste. Al desarrollar una nuevo Método de Ensayo
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debe determinarse la modificacion de los resultados por el cambio en la condiciones

del ensayo.
La sistematica para la evaluacion de la robustez de un método de ensayo es:

g. Conocer las condiciones de medicion
h. Definir las condiciones que afectan al método de ensayo

i. Seleccionar el objeto de evaluacion de la conformidad a ser utilizado (MRC,
MSC, Muestra)

J. Realizar mediciones bajo las condiciones modificadas
k. Calcular la exactitud
I. Establecer niveles de influencia para cada una de las variables modificadas.

6.3.1.7 Estimacion de la incertidumbre de medida en base a datos de validacién

La incertidumbre es el parametro asociado al resultado de una medicion que caracteriza

la dispersion de los valores que podrian atribuirse razonablemente al mensurando.

Al contar con dos fuentes de incertidumbre se asume, como un todo a cada método de
ensayo Y a esto se conoce como incertidumbre global, y este es el enfoque valido para su
estimacion (segin DTA-CRI-011).

ure = \Jl'unel{sisbem&:icc}}z + I'-ul'ell.: =atorio | :r

Estimacion de incertidumbre en base al componente aleatorio

Este método es valido si se supone que el mayor aporte de incertidumbre se debe al

componente aleatorio en condiciones de reproducibilidad.
Para la estimacion se aplica la siguiente sistematica:

1) Calcular la Sg;
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2) Calcular la Incertidumbre relativa

S..
U, =—==+100%

3) Estimar la incertidumbre u,

ure * 1ﬁ"rijl-;
100

4) Expandirla para poder expresarla

U=k=u, =2=u,

Es necesario especificando el factor de cobertura y el porcentaje de confianza.

Estimacion de la incertidumbre en base al componente sistematico y aleatorio

En este caso la incertidumbre es la combinacion de ambos componentes. La sistematica

para estimacion es:

g) Calcular la precisién intermedia S,
h) Calcular la desviacion del sesgo DESR;
i) Combinar ambos componentes en términos relativos

L'Ilel = \,l-urel(sisteméticu))z + l'-urella eatorio | ]‘

/ 2 \2
Ulel(sistem.é:i::n: = \/i % *100 E +1 S{\wﬂs: 100

L Yue / L Yr

j) Estimar la incertidumbre u,
ure ® yijk

100

k) Expandirla para poder expresarla
-171



I) Especificar el factor de cobertura y el porcentaje de confianza.
6.4 Elaboracién del informe de verificacion / validacion

U=k=u_=2=u

Los datos de validacién son registrados en los formatos de registro de resultados de

ensayo, estos se transcriben a las planillas electronicas de analisis de datos de
validacion (XXX-XXX-XXX).

Para la presentacion de los resultados de validacion se elabora el respectivo informe de

validacion (XXX-XXX-XXX), que consideran los siguientes apartados, cuando

corresponda:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

Introduccion

Obijetivo

Alcance

Documentos de referencia
Fundamente analitico

Resumen

Descripcion de la matriz de ensayo
Equipos y trazabilidad metrolégica
Materiales

10) Reactivos
11) Materiales de referencia

12) Actividades de validacion

o Preparacion de las muestras

o Implementacién del disefio experimental
O

o Precision

o Exactitud

o Robustez

o Selectividad/Especificidad

@)

Incertidumbre de la medicion

Intervalo de trabajo, intervalo lineal, limites de deteccion y cuantificacion
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13) Resultados obtenidos

Tratamiento inicial de los datos
Intervalo lineal

Limites de deteccion y cuantificacion
Intervalo de trabajo

Repetibilidad

Precisién intermedia

Especificidad/ selectividad

Robustez

Incertidumbre de la medicion

O O O O O O O O

(@]

14) Resultados y conclusiones

15) Trazabilidad metroldgica

16) Recomendaciones sobre control de calidad
17) Software utilizado en el anélisis de datos
18) Elaboracion, revision y aprobacién

19) Anexos

Culminada la validacion se realiza seguimiento periédico al método, para esto se define
los pardmetros a evaluar. Normalmente estos parametros son: Precision, exactitud e

incertidumbre.

Otro aspecto importante son los aspectos para definir el monitoreo, para esto es
recomendable trabajar con: tiempo, frecuencia de realizacion de los ensayos y nimero

de muestras ensayadas

6.5 Aprobacion del método

Una vez completado el proceso de validacion se presenta para la aprobacion del

informe y del nuevo método al Responsable Técnico para su respectiva aprobacién

7 FORMATOS DE REGISTRO A APLICAR

XXX-XXX-XXX Plan de validacion/verificacion de métodos de ensayo

XXX-XXX-XXX Datos de validacion/verificacion
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XXX-XXX-XXX Planilla de analisis de datos de validacion/verificacion

XXX-XXX-XXX Informe de validacion/verificacion de métodos de ensayo

8 REVISIONES Y APROBACION

Elaboracion: Fecha:
Firma:
Revision:
Fecha:
Firma:
Aprobacion:
Fecha:
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1. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL HARINA DE QUINUA —
CALCULO DE PROTEINA CRUDA

1. INTRODUCCION

El requisito 5.4 de la norma ISO /IEC 17025: 2005 establece que los
laboratorios deben validar, los métodos no normalizados, los desarrollados
internamente, métodos normalizados ampliados y modificados todo para
comprobar su fiabilidad. Por lo que, en el marco de asegurar la calidad de sus
analisis y tener el control de calidad interno, el laboratorio de control de
alimentos presenta el informe de Validacion del Método para la determinacion
cuantitativa de proteina cruda en harina de quinua, el cual es el método

utilizado en el laboratorio.
Cereales

Los cereales constituyen un grupo de plantas dentro de otro mas amplio: las gramineas.

Los mas utilizados en la alimentacién humana son el trigo, el arroz y el maiz, aunque
también son importantes la cebada, el centeno, la avena y el mijo. El grano del cereal,
que constituye el elemento comestible, es una semilla formada por varias partes: la
cubierta o envoltura externa, compuesta basicamente por fibras de celulosa que contiene
vitamina B 1 , se retira durante la molienda del grano y da origen al salvado. En el
interior del grano distinguimos fundamentalmente dos estructuras: el germen y el
nacleo. En el germen o embridn abundan las proteinas de alto valor bioldgico, contiene
grasas insaturadas ricas en acidos grasos esenciales y vitamina E y B 1 que se pierden en

los procesos de refinado para obtener harina blanca.

La parte interna o nucleo amilaceo, estd compuesto por almidén y en el caso del trigo,
avena y centeno por un complejo proteico denominado gluten que estd formado por dos
proteinas: gliadina y gluteina, que le dan elasticidad y caracteristicas panificables a la
masa de pan y son responsables de la esponjosidad y textura del buen pan. Cuando el

cereal se consume tras quitarle las cubiertas y el germen, se denomina cereal refinado.
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Cuando se procesa sin quitarle las cubiertas, el producto resultante se denomina integral.
Las harinas integrales son mas ricas en nutrientes, contienen mayor cantidad de fibra,
de carbohidratos y del complejo vitaminico B 1. El valor nutritivo de los cereales esta en
relacion con el grado de extraccion del grano "cuanto mas blanco es un pan, menor valor

nutritivo tiene".

Los cereales y sus derivados son ricos en carbohidratos tanto de absorcion rapida (tras la
ingestion pasan a la sangre en poco tiempo) como de absorcion lenta (fibra). El
contenido de la fibra varia segun el proceso industrial de preparacion. El contenido
proteico es muy variable, entre un 6 y un 16% del peso, dependiendo del tipo de cereal y
del procesamiento industrial. La composicion en aminoacidos de las proteinas de los

cereales depende de la especie y variedad; en general son pobres en aminoéacidos

esenciales, por lo que se las cataloga de proteinas de moderada calidad biol6gica. Por
tanto, cuando se combinan con legumbres, o con proteinas de origen animal (queso,

pescado, etc.) se obtienen proteinas de elevado valor bioldgico.

Quinua

La quinua es una planta, concretamente un Pseudo-cereal, que pertenece al género
Chenopodium y a la familia de las Amaranthaceae. La semilla de la quinua se consume
como si fuera un cereal y en cuanto a su composicion esta formada principalmente por
hidratos de carbono, proteinas y grasas de tipo insaturadas, conteniendo a su vez acidos
omega 6 y omega 3. Ademas, tiene un alto aporte de fibra, asi como una serie de

micronutrientes como el calcio, el zinc el fésforo y vitamina B y E.

Estas caracteristicas hacen que la quinua sea considerada por la FAO como un

Pseudocereal muy valorado y con un gran potencial nutritivo.
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Proteina

Las proteinas son moléculas complejas imprescindibles para la estructura y funcion de
las células. Su nombre proviene del griego proteos que significa fundamental, lo cual se

relaciona con la importante funcion que cumplen para la vida.

Las proteinas se originan a partir de la union de otras moléculas llamadas aminoacidos,
se agrupan en largas cadenas y se mantienen estables por uniones quimicas Ilamadas

enlaces peptidicos.

Las proteinas pueden ser de varios tipos segun las funciones que cumplen en el
organismo, sin embargo, a grandes rasgos se clasifican en proteinas estructurales y
proteinas con actividad biologica. Las proteinas que consumimos en la dieta pueden ser
de cualquiera de los dos tipos, independientemente de su origen se consideran proteinas
alimentarias, el valor nutritivo de las proteinas viene dado por la mayor o menor

presencia de los aminoacidos esenciales en su composicion.
Muestra
Porcion representativa tomada de un lote.

Muestra Elemental

Es la cantidad de muestra de consumo humano tomada al azar en un punto del lote.
Muestra de Laboratorio

Es la cantidad de muestra de consumo humano, obtenida de una muestra fraccionada,
que estd en condiciones de ser enviada al laboratorio para efectuar los ensayos
correspondientes.

Muestra de ensayo

Es la cantidad de muestra de consumo humano, homogeneizado y fraccionado (cuarteo),

destinada a diferentes ensayos.

2. OBJETIVO DEL METODO
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La porcion de ensayo es digerida por acido sulfdrico en presencia de catalizadores. Los
productos de la reaccion se hacen alcalinos luego destilados. EI amonio liberado es
recolectado en una solucién de acido bérico, el que es titulado con una solucién de acido
clorhidrico, para determinar el contenido de nitrogeno y calcular el contenido de

proteina cruda.

Establecer las actividades, condiciones técnicas y el planteamiento experimental para la
validacion del método de ensayo para la determinacion de proteinas en cereales por

volumetria segun el método micro Kjeldahl de acuerdo a la norma ISO 20483-2013.

3. ALCANCE

Cereales, quinua, legumbres (arveja, haba y lenteja) y derivados, objeto de la presente

validacion.

4. DOCUMENTOS DE REFERENCIA
o XXX-X-XX Validacion y verificacion de métodos de ensayo
o XXX-X-XX Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo
o XXX-X-XX Control de equipos y trazabilidad de medida

e ISO 20483-2013. Cereales y pulsos. Determinacion del contenido de nitrogeno y
calculo del contenido de proteina cruda- método Kjeldahl

5. FUNDAMENTO

METODO KJELDAHL

En un andlisis elemental de un alimento, lo mas frecuente y menos complejo es
investigar la proteina bruta de los diferentes aminoacidos o proteinas especificas. No
obstante, los procedimientos méas utilizados no determinan directamente esta proteina,
sino el contenido en nitrdgeno, que se expresa como nitrégeno total y que se obtiene
mediante una combustion liquida en la que, en un primer paso, el nitrégeno de la

muestra se convierte en sulfato amoénico, el cual luego se transforma en amoniaco. Este
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amoniaco se destila y se valora en una solucion de &cido normalizado. Esta técnica
desarrollada por Kjeldahl, se ha convertido en método de referencia con mdultiples
modificaciones. Determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto al nitrogeno
proteico como al no proteico. La proteina bruta se halla multiplicando el nitrégeno total
(N) por un factor, que se ha calculado considerando los componentes basicos de un gran

namero de muestras del mismo alimento, y expresando el resultado como proteina.
La técnica mas utilizada es el método Kjeldahl. Este método se trata de una volumetria.

El método Kjeldahl mide el contenido en nitrégeno de una muestra. La proteina se puede
calcular seguidamente, presuponiendo una proporcion entre la proteina y el nitrégeno
para el alimento especifico que estd siendo analizando, tal y como explicaremos mas
adelante. Este método puede ser dividido, basicamente en 3 etapas: digestion o
mineralizacion, destilacion y valoracion. El procedimiento a seguir es diferente en
funcién de si en la etapa de destilacion el nitrogeno liberado es recogido sobre una
disolucion de acido bérico o sobre un exceso conocido de acido clorhidrico o sulfurico
patron. Ello condicionara la forma de realizar la siguiente etapa de valoracién, asi como

los reactivos empleados.

Digestion de la muestra con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores
que aceleran el proceso, aumentando el punto de ebullicion del &cido. Con esta
digestion, transformamos el nitrogeno (en su mayor parte organico) en sulfato aménico
(nitrégeno amoniacal). Pasamos a medio alcalino mediante la adicion de hidréxido
sodico concentrado, y se destila el nitrdgeno en forma de amoniaco en corriente de vapor

de agua.
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d. Etapa de digestion: un tratamiento con acido sulfurico concentrado, en presencia
de un catalizador y ebullicion convierte el nitrdgeno orgdnico en ién amonio,
segun la ecuacién 1.

Catalizador/calor

oI N[ 7R T Yo R ———— —CO2 + (NH4)2 804 + S02 (ec. 1)

e. Etapa de destilacion: se alcaliniza la muestra digerida y el nitrdgeno se desprende
en forma de amoniaco (ecuacion 2). EI amoniaco destilado se recoge sobre un
exceso conocido de acido borico (ecuacion 3).

(NH2)SO4 + 2 NaOH — 2NH3 + Na2S04+ 2H20 (ec. 2)

NH3 + H3BO3 — NH4" + H2BO3' (ec. 3)

f. Etapa de valoracion: La cuantificacion del nitrogeno amoniacal se realiza por
medio de una volumetria &cido-base del i6n borato formado, empleando &cido
clorhidrico o sulfarico y como indicador una disolucion alcohdlica de una mezcla
de rojo de metilo y verde de bromo cresol (ecuacion 4). Los equivalentes de
acido consumidos corresponden a los equivalentes de amoniaco destilados.

H2BO3 ™ + H* — H3BO3 (ec. 4)

6. RESUMEN

Determinacion de proteinas en cereales, derivados y quinua, derivados destinados al

consumo humanao.

La técnica mas utilizada es el método Kjeldahl. Este método se trata de una volumetria.
El método Kjeldahl mide el contenido en nitrogeno de una muestra. El contenido en

proteina se puede calcular seguidamente, presuponiendo una proporcion entre la proteina
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y el nitrogeno para el alimento especifico que esta siendo analizando, tal y como
explicaremos mas adelante. Este método puede ser dividido, basicamente en 3 etapas:
digestion o mineralizacién, destilacion y valoracion. El procedimiento a seguir es
diferente en funcién de si en la etapa de destilacién el nitrégeno liberado es recogido
sobre una disolucion de &cido borico o sobre un exceso conocido de &cido clorhidrico o
sulfarico patron. Ello condicionaré la forma de realizar la siguiente etapa de valoracion,

asi como los reactivos empleados.

Digestion de la muestra con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores
que aceleran el proceso, aumentando el punto de ebullicion del &cido. Con esta
digestion, transformamos el nitrégeno (en su mayor parte organico) en sulfato aménico
(nitrégeno amoniacal). Pasamos a medio alcalino mediante la adicién de hidréxido
sodico concentrado, y se destila el nitrdgeno en forma de amoniaco en corriente de vapor

de agua.

7. DESCRIPCION DE LA MATRIZ DE ENSAYO

Harina de trigo. - La harina de trigo es el principal ingrediente para la elaboracion de
pan, sus componentes son: almidon (70 — 75 %), agua (14 %) y proteinas (10 - 12 %),
ademas de polisacaridos no del almidon (2 - 3%) particularmente arabinoxilanos y
lipidos (2%).

Quinua. - Existen cientos de variedades de quinua a lo largo del territorio
Boliviano, un grano andino que pertenece al grupo de los cereales y que empieza a
ser difundido a todo el mundo, no sélo por nuestra tradicion sino por el alto valor
nutricional 'y beneficios a la salud del consumo de este importante
grano. Lamentablemente, todavia es un alimento de alto costo y que esperamos

pronto sea accesible.

Uno de los aspectos mas importantes es la cantidad y calidad de la proteina que
contiene, con 14,4 gramos de proteina en cien gramos de quinua, es muy parecida a
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la del huevo y la leche, estas son las proteinas de mejor calidad entre los alimentos.

Es rescatable que siendo la quinua un alimento vegetal, pueda ofrecernos una proteina

de alto valor como la de los alimentos de origen animal.

Soya. - La proteina de soja se ha convertido en competencia de la Proteina de Suero

de Leche o Whey Protein, que es posiblemente el suplemento mas vendido. La de

soja es una fuente de proteinas de origen vegetal

y ultimamente esta

acaparando mayor interés por sus propiedades y beneficios, ya que puede

promover resultados notorios respecto al crecimiento de masa muscular e incluso

como apoyo a la salud.

La harina de soja se fabrica triturando semillas de soja hasta obtener un polvo fino. Se

presenta en tres formas: natural o con toda la grasa (contiene aceites naturales),

desgrasada (se retiran los aceites) con un 50% de contenido.

Rango Lineal

Matriz Numero Tipo
Harina de trigo 20 Material secundario
Harina de Material de referencia certificado
Quinua 20 MRC
Expeller de
soya 20 Material secundario
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Precision y repetibilidad

Precision intermedia

Matriz Numero Tipo
Harina de trigo 10 Material secundario
Harina de Material de referencia certificado
Quinua 10 MRC
Expeller de
soya 10 Material secundario
Matriz Numero Tipo
Harina de trigo 20 Material secundario
Harina de Material de referencia certificado
Quinua 20 MRC
Expeller de
soya 20 Material secundario
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Exactitud

Matriz Numero Tipo
Harina de trigo 20 Material secundario
Harina de Material de referencia certificado
Quinua 20 MRC

Expeller de

soya 20 Material secundario
Robustez
Matriz Numero Tipo
Harina de trigo 4 Material secundario

Expeller de
soya 4 Material secundario

8. EQUIPOS Y TRAZABILIDAD METROLOGICA
o Balanza analitica marca METTLER, con precision de 0,001 mg. Certificado de
Calibracion LP — CCB-0596 -2018 con fecha de 10 de agosto de 2018.

o Termo higrémetro marca. Certificado de calibracion LP-CCH-0512-2016; con
fecha de 7 de noviembre de 2016.
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Termo higrémetro marca. Certificado de calibracion LP-CCH-0559-2018; con
fecha de 8 al 9 de agosto de 2018.

Termocupla. Certificado de calibracion LP-CCT-0767-2018, con fecha de 14 de
junio de 2018.

Bureta volumétrica marca LMS clase A capacidad de 25 ml y dispensacién de
0.05 ml codigo: Fecha de calibracion 2018-08-08 Certificado de calibracion LP-
CCV- 0871-2018: trazabilidad IBMETRO

Estufa de pozo seco. Certificado de calibracion LP-CCT-0502-2018 del 26 de
abril de 2018.

Estufa de pozo seco. Certificado de calibracion LP-CCT-0501-2018 del 26 de
abril de 2018.

Pesa patron E2 de 50 g. Certificado de calibracién LP-CCM-0190-2017: 21 de
Julio del 2017.

Pesa patron E2 de 100 g. Certificado de calibracion LP-CCM-0190-2017: 21 de
Julio del 2017.

Pesa patron E2 de 200 g. Certificado de calibracion LP-CCM-0190-2017: 21 de
Julio del 2017.

pH metro Mettler. Certificado de calibracion LP-CCQ-0122-2018 del 2 mayo del
2018

MATERIALES

e Tubo Kjeldahl

e Gradilla

e Pipeta graduada de 10 ml

e Matraz aforado de 1000 ml

e Dispensador de capacidad de 5 ml.
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e Matraces Erlenmeyer de 250 ml.

o Espatula.
o Bandeja rectangular
o Propi petas

10. REACTIVOS

. Acido clorhidrico 0,052
Acido sulfurico p.a.

. Hidrdxido de sodio al 40%
. Acido Borico 4 %

o Indicador mezcla de indicador rojo de metilo — verde de bromo cresol
o Sulfato de potasio

o Sulfato de cobre penta hidratado

o Sacarosa

o Sulfato de amonio

o Carbonato de sodio

11. MATERIALES DE REFERENCIA
o Harina de quinua material certificado IBMETRO con 2,12 g/100g de proteina.
o Harina de trigo material secundario

o Expeller de soya material secundario

12. ACTIVIDADES DE VALIDACION
12.1 Preparacion de las muestras

Para las muestras de harina de trigo (MS), harina de quinua (MRC) y expeller de soya
(MS) se tomaron las porciones de ensayo de forma directa para realizar las respectivas

determinaciones por tratarse de muestras que contienen pequefias porciones se procedid
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a uniformizar la porcion de ensayo por agitacion del frasco para pasar seguidamente a

realizar la pesada de las mismas.

Las muestras fueron analizadas de la siguiente forma:

e Nivel 1: Valor asignado de referencia e incertidumbre: 1,60 g/100g + 0,13 g/100g de

nitrégeno (Harina de trigo) material secundario.

¢ Nivel 2: Valor asignado de referencia e incertidumbre: 2,12 g/100g + 0,14 g/100g de

nitrégeno (Harina de quinua) material de referencia certificado.

¢ Nivel 3: Valor asignado de referencia e incertidumbre: 7,47 g/100g £ 0,09 ¢g/100g de

nitrogeno (Expeller de soya) material secundario.

Muestras de harina de trigo (MS), harina de quinua (MRC) y expeller de soya (MS) para
el estudio de intervalo de trabajo, intervalo lineal, limite de deteccidn, limite de

cuantificacion, exactitud, selectividad, repetibilidad, precision intermedia y robustez

12.2  Implementacion del disefio experimental
Segin Plan de Validacion (XXX-XXX-XXX) se han realizado los siguientes

parametros de validacion:
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Parametro Especificacion Tipo Condiciones de No Respons
de ensayo Mediciones able
Muestr
a
Rango lineal 0,36 — 7,47 g/100g de Misma muestra, 10 por
Nitrogeno método, equipo, duplicado en Cz
instalacion, cada
3 tiempo, condicion | concentracio
o ambiental. n:
= 1,60 g/100g
< 2,12 g/100g
<§.( B 7,47 g/100g
35 >
Linealidad <l % & lineal Los datos del Cz
e% I{J:J De rango linea rango lineal
a
Limite de 0,11 0/100g de | <« - o Los datos del Cz
deteccion Nitrégeno Z De linealidad | rango lineal
: <3 cz
Limite de 0,36 0/100g de| T - Los datos del
R . w > De linealidad :
cuantificacion | Nitrogeno oo rango lineal
Repetibilidad | 1,60 g/100g 8 g 10 por
2,12 g/100g S _ duplicado en
7,47 g/100g T B | Mismamuestra, | cada
£ < | Meétodo, equipo, | concentracio (074
x = instalacion, n:
O % | tiempo, condicidn | 1,60 g/100g
é g ambiental. 2,12 g/100g
Z = 7,47 g/100g
w
r <
Precision 1,60 g/100g ™ % Misma muestra, 10 por Cz
intermedia 2,12 g/100g E.':J 8 método, equipo; | duplicado en DV
7,47 g/100g w w | diferentes cada
3 @ | analistas, balanza | concentraci6
< n:
o 1,60 g/100g
= 2,12 g/100g
< 7,47 g/100g
No aplica se realizo No aplica No
Reproducibilid | una Validacion inter No aplica | aplica

ad

laboratorio
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Sesgo 1,60 g/100g

De rango Cz
gig gﬁggg De rango lineal lineal
Especificidad | Especifico y selectivo Cz
en el rango 0,36 — 7,47 De rango lineal e)l(_;)sti(iiggos de
9/100g de Nitrégeno
Robustez 1,60 g/100g Cambio de 4 por
7,47 g/100g concentracion de | duplicado en
acido usado en la | rango
titulacion, 1,60 g/100g Cz
condiciones 7,47 g/100g
ambientales en la
titulacion y
tiempo de
digestion
Incertidumbre | Datos de la validacion De rango lineal y | Datos de Cz
precision exactitud y
intermedia precision

12.3 Intervalo de trabajo, intervalo lineal, limites de deteccion y cuantificacion,
selectividad/especificidad e incertidumbre de la medicion

El intervalo de trabajo es el rango de concentraciones del extremo inferior y superior del
intervalo de concentracion del analito, se lo determina mediante el estudio del intervalo
lineal y los valores del limite de deteccion y cuantificacién, que determina la
concentracion mas baja y mas alta en el que se puede determinar el contenido de
nitrégeno por el método en estudio, con niveles aceptables de incertidumbre, para luego

ser multiplicados por el factor correspondiente y asi obtener el valor como proteina.

Intervalo lineal

Este estudio se realiz6 en muestras de Harina de trigo, harina de quinua y expeller de
soya, en el rango de 1,62 a 7,47 g/100g de nitrogeno, para luego ser multiplicados por el
factor correspondiente y asi obtener el valor como proteina, como indica el método en

estudio.
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o Se realizaron mediciones de 3 niveles de distintas concentraciones por duplicado para

obtener los valores de referencia.

e Nivel 1: 1,60 g/100g de Nitrégeno
e Nivel 2: 2,12 g/100g de Nitrégeno
e Nivel 3: 7,47 g/100g de Nitrégeno

¢ Se realizaron 10mediciones de cada nivel de concentracion por duplicado.
Limite de deteccion y cuantificacion
Se utilizaron los datos del estudio de intervalo lineal.

e Se realizd una correlacion lineal entre el valor medido con los valores de referencia, a

estos datos se aplico la varianza residual y el intercepto

12.4Precision

El estudio de precision se realizé en las medidas de repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad.

Repetibilidad (Sr)

Este estudio se realizé en muestras de harina de trigo, harina de quinua y expeller de

soya.

e Se realizaron mediciones dentro del intervalo lineal en distintas concentraciones, en
muestras de harina de quinua por un solo analista.

¢ Mediciones por duplicado para cada nivel en distintas concentraciones.

Precision intermedia (Sw)

Este estudio se realizé en muestras de Harina de trigo, harina de quinua y expeller de

soya, en el rango de 1,62 a 7,47 g/100g de nitrégeno.

e Se realizaron mediciones dentro del intervalo lineal en distintas concentraciones de
nitrégeno.

e Mediciones por duplicado para cada nivel en distintas concentraciones.

¢ Mediciones por duplicado con 2 analistas, en diferentes dias.
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Reproducibilidad (SR)

No aplica este estudio, ya que se realizo la validacion intra laboratorio

12.5 Exactitud

El estudio del método validado busca cuantificar la exactitud de los resultados evaluando
los efectos sistematicos como lo aleatorios sobre los resultados.

Para la determinacion de la exactitud se aplicé la siguiente sistematica:
e Se realizaron mediciones dentro del intervalo lineal de 3 niveles en distintas

concentraciones, para obtener los valores de referencia.

e Nivel 1: 1,62 g/100g de Nitrégeno
e Nivel 2: 2,12 g/100g de Nitrégeno
e Nivel 3: 7,47 g/100g de Nitrégeno

Se realizaron 10 mediciones todas las mediciones por duplicado en cada

concentracion.
Especificidad/selectividad
Se trabajo con los datos del intervalo lineal, en este caso el modelo es lineal y la
pendiente es constante en todo el rango de trabajo.
12.6 Robustez
El estudio de la robustez se evalud durante el desarrollo del método en muestras de
Harina de trigo y expeller de soya, en el rango de 1,62 y7,47 g/100g de nitrégeno.
Se realizaron 4 mediciones por duplicado en el nivel 1 y nivel 3, las variables estudiadas
son:

e Cambio de concentracién de &cido usado en la titulacion,
e Condiciones ambientales en la titulacion

e Tiempo de digestion.

12.7 Incertidumbre de medida
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El estudio de la incertidumbre estimada a partir de los datos de la validacion.

13. RESULTADOS OBTENIDOS

El analisis de los datos obtenidos en las pruebas experimentales de la validacion se
realiz6 segin procedimiento Validacion de métodos de ensayo y estimacion de la

incertidumbre de medicidn (XXX-X-XX), como a continuacion se detalla:
13.1 Tratamiento inicial de los datos

Los datos utilizados en el andlisis estadistico para la validacién del método, fueron

evaluados previamente en su consistencia estadistica mediante:

Test de Cochran

Verificacion que los resultados pertenecen a la misma poblacion estadistica aplicacion
de la técnica numérica de Test de Cochran consiste en calcular el estadistico C y
comparar con el valor de C tabulado (C critico) en caso de incumplimiento se debe

eliminar ese grupo de datos.
EvalGa precision errores aleatorios

e Calcular las desviaciones estandares de mediciones individuales
e Comparacién con valor tabulado
Test de Grubbs

Se basa en la relacion de la diferencia del valor individual con el promedio general. Con
la dispersion se compara con valor tabulado para 95% y 99 % de confianza.

Compara errores sistematicos
e En caso de superar el 99% se considera un valor como outler pero si esta entre 95% y

99 % se considera sospechoso

e Si la primera evaluacion no reporta ningdn valor outler o sospechoso se debe realizar
la segunda prueba

e Consiste en calcular el estadistico G maximo y G minimo se debe eliminar dos
valores tanto del maximo como del minimo
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Como se puede observar todos los grupos caen dentro del valor critico del test de

Cochran y son aceptados para su evaluacion.

13.2 Intervalo lineal

Relacidn entre valor de referencia y respuesta obtenida

e Con los datos ya evaluados se realizd una correlacion lineal entre el valor medido con

los valores de referencia

e Se comparar la correlacion lineal significativa con el valor tabulado con un grado de

significacion del 95% y (P-2) grados de libertad.

Y Y
Nivel Ord:nad Abscisa
1 1,62 1,60
2 2,09 2,12
3 7,47 7,47
a 0,000
b 1,000
1,000
Analisis grafico:
y = 1,000x + 0,000
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
y &/
2,00
1,00 <>/V
0,00 T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00
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Evaluacion de la linealidad:

Evaluacion de la linealidad

EVAL
COVARIANZA 7,04104 LINEAL
t= 12791 LINEAL

ttab = 6,31

L _re@-?)

N

Como se puede observar el valor calculado es mayor al valor tabulado y por lo tanto se
puede asegurar que existe correlacion entre los valores de referencia y la respuesta del

método, y el intervalo estudiado es lineal.

Por otro lado, analizando la covarianza se tiene una proporcionalidad directa debido a

que esta es mayor a cero.
13.3 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de los datos de estudio

del intervalo lineal.

e Se realizo una correlacion lineal entre el valor medido con los valores de referencia, a
estos datos se aplicé la varianza residual y el intercepto

Podemos encontrar los limites de deteccion y cuantificacion aplicando las siguientes

formulas:
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Yg=a-+ BSy/x
ye=a-+ IOSy/x

Obteniendo los siguientes resultados:

Sxly 0,036
LD 0,11 g¢/100g
LC 0,36 g/100g

13.4 Repetibilidad

La repetibilidad se calcul6 a partir de los datos de estudio de repetibilidad de los 3

niveles con distintas concentraciones, aplicando la siguiente formula.

o2 _ iZ:l:(nij _1)85 B
’ Zp:(nij _1)

i=1

Obteniendo los siguientes resultados:
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Analista Nivel Resultado

Cz 1 0,001
Cz 2 0,001
Cz 3 0,001

Se informa que el Sr <Sw por lo que cumple el criterio para la repetibilidad.
13.5 Precision intermedia

La precision intermedia se calcul6 a partir de los datos de estudio de precision

intermedia de los 5 niveles con distintas concentraciones, aplicando la siguiente formula.

Zp:(nij _1)35
Z:l:(nij _1)
Obteniendo los siguientes resultados:
Y,
Sr g/100g Sw 0/100g
g/100g
1,62 0,024 0,04
2,07 0,028 0,034
7,47 0,038 0,042
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Se informa que el Sw>Sr por lo que se cumple el criterio para la precision intermedia.
13.6 Exactitud
Con los datos ya evaluados se calcularon.

o De cada nivel los promedios, sesgo, la dispersion de los resultados, el error
cuadratico medio relativo y la desviacion del sesgo, aplicando las siguientes
formulas.

p —_
_ ;”u Vi

yj:Ip—

e Promedios

e Sesgo

Sj = - Zp:(y_u_y=1)2

pj_liﬂ

e Dispersion de resultados

VO +S7
ECMR =Y~ "7 4100
Yi
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e Error cuadratico medio relativo

e Desviacion del sesgo

Obteniendo los siguientes resultados:

VR SESGO (6) 100- Condicién
0/100g ECMR

1,62 0,03 96.94 Exacto

2,12 -0,03 97,12 Exacto

7,47 0,00 99,81 Exacto

o Evaluando los resultados obtenidos se concluye que en los 3 niveles de
concentracion es exacto.

o La evaluacién de la exactitud, se realizd con la verificacion de la exactitud,
calculando el t experimental con la siguiente formula.

_‘51‘*\/E

exp S

i
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t experimental

e Siel texp< ttab se puede afirmar que ambos valores difieren significativamente para
el nivel de confianza seleccionado y por lo tanto concluimos que el método satisface

la condicion de exactitud.
13.7 Especificidad / Selectividad

Se trabajo con los datos del intervalo lineal, en este caso el modelo es lineal y la

pendiente es constante en todo el rango de trabajo.

e Con el fin de evaluar la selectividad se ha calculado las pendientes de 3 en 3
niveles es decir by puntos 1 al 3, b, puntos 2 al 4 y bz puntos del 3 al 5.

Obteniendo los siguientes resultados:

b1: 1,108
b,= 0,994

Ordenada| Abscisa
1,62 1,60 S,= 0,080[__tex tian

2.09 212 1,89 | 6,31 SELECTIVO
747 7,47 b=| 1,000] 0,11 | 6,31 SELECTIVO

Se concluye gque el método es selectivo en todo el rango de trabajo

13.8 Robustez

Se realizaron 4 mediciones por duplicado en el nivel 1 y nivel 3, las variables estudiadas

son:

e Cambio de concentracién de &cido usado en la titulacién.
e Condiciones ambientales en la titulacion.
e Tiempo de digestion.
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13.9 Incertidumbre de medida

El estudio de la incertidumbre estimada a partir de los datos de la validacion.
e Datos de desviacion estandar del sesgo ( DESR;)
e Datos de precision intermedia

e El componente de la incertidumbre es una funcién polinémica y se la expresa como
incertidumbre relativa.

Urel = 6,501%X 032

Obteniendo los siguientes resultados:

9]_ DESR; |DESRs| Sw | ue | Uexp

0/100g| % % % |g/100g

1,60 | 0,047 | 2,93 2,7 3,97 | 0,13

2,12 | 0,058 | 2,76 1,6 3,20 | 0,14

7,47 | 0,014 | 0,18 0,6 0,59 | 0,09

14. RESULTADOS Y CONCLUSIONES
En resumen, los resultados de la validacién son:
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PARAMETRO

CONCLUSIONES

Rango lineal

0,36 — 7,47 g/100g de Nitrégeno

Limite de deteccion

0,11 g/100g de Nitrégeno

Limite

cuantificacion

de

0,36 g/100 g de Nitrogeno

Concentracién g/100g Sr g/100g
1,62 0,024
Repetibilidad
2,07 0,028
1,47 0,038
Concentracién g/100g rw 9/100g
1,62 0,137
Reproducibilidad
interna
2,07 0,107
7,47 0,132

111-201



Precision intermedia

Concentracién g/100g Swg/100g

1,62 0,04
2,07 0,034
7,47 0,042

Reproducibilidad

No aplica ya que se realizd una validacion inter

laboratorio

Sesgo

Concentracién g/100g 3j0/100g

1,60 0,03

2,12 -0,03

1,47 0,00

Especificidad

El método es especifico y selectivo en el rango
de 0,36 a 7,47 g/100g de Nitrégeno.

Robustez

El método es robusto a trabajar con el maximo
tiempo de digestion y titulando con el acido
clorhidrico 0,052 N, consiguiéndose valores con

buena exactitud a una temperatura de titulacién
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entre 20 — 25 °C

Estimada a partir de los resultados de la
validacion se cuenta con la siguiente expresion

] como incertidumbre relativa.
Incertidumbre

Urel = 6,501*X 0%

En general el método presenta un desempefio favorable y se adecua de buena manera a

los propdsitos para los cuales ha sido validado.

15. TRAZABILIDAD METROLOGICA
Los resultados del método son trazables al Sistema Internacional de Unidades mediante:

e Calibracion de sus equipos de medicién principal y secundaria, con Laboratorios de
Calibracion del instituto Boliviano de Metrologia, segun lo dispuesto en el DTA-
CRI-12

e Uso de material de referencia certificado (MRC), en nuestro caso harina de quinua
con 2,12 g/100 de Nitrégeno.

e Uso de material de referencia secundario (MS), en nuestro caso harina de trigo con

1,60 g/100g y expeller de soya con 7,42 g/100g de nitrogeno.

El anélisis realizado es para el material de referencia certificado y los materiales de
referencia secundarios, utilizados en la validacion, pero no significa necesariamente que

seran los Unicos materiales a ser utilizados para demostrar la trazabilidad, se debe
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realizar a través de control de calidad, ensayos de aptitud y control de equipos utilizados

en las mediciones.

16. RECOMENDACIONES SOBRE CONTROL DE CALIDAD
El desempefio del método es vigilado en cuanto a exactitud y precision, mediante
graficas de control. Para este proposito se emplea Materiales de referencia certificados y

materiales de referencia secundarios con valores asignados.
Las actividades de control de calidad interno a aplicarse son:
La diferencia absoluta entre dos resultados de ensayo en condiciones de repetibilidad en

un tiempo corto de tiempo no debe ser mayor que el 5% de los casos del limite de
repetibilidad r = (0,0063 x Wp) x 2,8/5,7; de acuerdo la 1ISO 20483-2013

a. Control de la precision, mediante la repeticion de ensayos (duplicados) de
muestras naturales utilizando el mismo método de ensayo.

b. Control de la exactitud, mediante el uso de material de referencia certificado y/o

material de referencia secundario

También se establece la participacion en ensayos de aptitud como un medio de control

de calidad de los resultados de ensayo.

Las actividades de control de calidad se realizaran segun disposiciones del
procedimiento de Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo (XXX-X-
XX).

a) La precision del método sera controlada en funcion de los valores de precision

intermedia:
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- L oy2py_1.%
LSC = Sy h_lx -1Ls3)

- 1 oyory 1%
LSC = Sy, h_lx ®-17)
Ve =S,

— L ox2p_1.1-%
LIC = Sy, /p_lx -151-3)

— A oyvory 1.1 %
LIC = Sy /p_lx -11-3)

b) La veracidad del método serd controlada en funcién de los valores de razén de
recuperacion, establecida en los estudios de sesgo.

c) Asimismo, los errores sistematicos y aleatorios sera controlado con la evaluacion de
la exactitud.

17. SOFTWARE UTILIZADO EN EL ANALISIS DE DATOS
En el procesamiento de datos se ha utilizado MS EXCEL, en las planillas configuradas
para cada parametro de validacion analizado, los resultados se muestran con dos

numeros decimales mas que los utilizados en el reporte y se ha redondeado para obtener

el resultado final.

Es posible que, si se recalcula los datos, los mismos pueden presentar variaciones de los
reportados en el presente informe: debido al nimero de decimales y al vinculo de las

planillas disefiadas para el analisis de datos.

Para la expresion de los resultados se ha aplicado los siguientes criterios:
e Los resultados estan expresados con 3 cifras significativas.

18. ELABORACION, REVISION Y APROBACION

Elaboracién de informe a cargo de:

Nombre: | Dra. Claudia Zenteno San Miguel )
Firma:
Cargo:
Revision del informe a cargo de:
Nombre:
Cargo: Firma:

Aprobacion del informe a cargo de:
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Nombre:

Cargo:

Fecha:

Firma:

19. ANEXOS

Anexo 1 XXX-XXX-XXX Planilla de datos de validacién/verificacion

Anexo 2 XXX-XXX-XXX Planilla de analisis de datos de validacion/verificacion

Rango lineal

Repetibilidad

Precision intermedia
Exactitud
Especificidad/especificidad
Robustez

Estimacion de la incertidumbre
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