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Resumen

El control de las producciones en la industria alimentaria es una necesidad y una
obligacion en la actualidad para garantizar la calidad y seguridad de los alimentos
que se comercializan. La cuantificacion del hierro en productos alimenticios
fortificados forma parte de la estrategia del control de la calidad para este tipo de
producciones. En la red de laboratorios de la Oficina Nacional de Inspeccion
Estatal no existe un método de ensayo implementado para realizar este tipo de
control. En el presente trabajo se disei® un método de ensayo por
espectroscopia UV-VIS usando la orto-fenantrolina para la determinacién de
hierro total en muestras de harina de trigo y leche entera en polvo fortificadas. Se
llevé a cabo la verificacién de dicho método teniendo en cuenta parametros de
linealidad, precision y veracidad. Cada uno de los pardmetros evaluados
experimentalmente cumplieron con los criterios de aceptacion definidos. Se
estim6 ademas el valor de la incertidumbre usando los datos de la validacion

intra-laboratorio.
Palabras Claves:

Alimentos fortificados, verificacion, cuantificacién de hierro, incertidumbre



Abstract

The control of production in the food industry is a necessity and an obligation
today to guarantee the quality and safety of the food that is marketed. The
quantification of iron in fortified food products is part of the quality control strategy
for this type of production. In the network of laboratories of the National State
Inspection Office there is no test method implemented to carry out this type of
control. In the present work, a UV-VIS spectroscopy assay method was designed
using ortho-phenanthroline for the determination of total iron in samples of wheat
flour and fortified whole milk powder. The verification of said method was carried
out taking into account parameters of linearity, precision and veracity. Each of the
experimentally evaluated parameters met the defined acceptance criteria. The

uncertainty value was also estimated using the intra-laboratory validation data.

Keywords:

Fortified foods, verification, iron quantification, uncertainty
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Introduccién

La deficiencia de hierro es la carencia nutricional mas frecuente en el ambito
mundial, conlleva a multiples enfermedades, alguna de ellas con peligro para la
vida como la anemia ferripriva, esta situacion puede ser remediada en parte con
la fortificacion de productos alimenticos, mejorando su calidad y por ende la

nutricion de la poblacion.

Las Naciones Unidas organizaron la Cumbre Mundial en Favor de la Infancia en
1990 y la Conferencia Internacional de Nutricion en 1992 y comprometieron a
todos los paises del mundo y a las organizaciones internacionales a desarrollar
programas para disminuir la desnutricion, incluyendo las deficiencias de

micronutrientes, especialmente del hierro [1].

La fortificacion de alimentos de consumo masivo con micronutrientes se
considera como el medio mas adecuado para controlar esas deficiencias, por su

efecto a corto plazo y bajo costo, factores que la hacen altamente sostenible.

En nuestro pais, la deficiencia de hierro es muy frecuente, por lo que ha recibido
especial atencion en estos afos. La fortificacion de alimentos ha sido la principal
estrategia para disminuir estas carencias nutricionales, fortificando asi productos

esenciales como la harina de trigo y la leche en polvo [1, 2].

Estos productos tienen gran impacto en la poblacién cubana, la leche en polvo
fortificada, por ejemplo, se produce en especial para nifios entre cero y dos afios

de edad y para las mujeres gestantes y la harina de trigo tiene como destino la



canasta familiar normada, llegando a toda la poblacion a través de la produccion

del pan [2].

Es de vital importancia como parte del control de la calidad de los productos
fortificados determinar la cantidad de hierro presente en estos para conocer su
dosificacion, ya que siendo inferior no cumpliria la calidad requerida y seria un
gasto economico sin razén, por otra parte, si se tratara de una sobredosis

ocasionaria graves problemas de salud a la poblacién.

Actualmente en Cuba, la red Nacional de laboratorios ONIE, encargados del
control de la calidad de las producciones de alimentos en el Ministerio de la
Industria Alimentaria no posee un método de ensayo implementado y validado

para la determinacion del hierro total en los productos alimenticios fortificados.

Problema Cientifico:

No existe un método de ensayo normalizado e implementado para la
determinacién de hierro total en productos alimenticios fortificados en la red de

laboratorios de la Oficina Nacional de Inspeccion Estatal.

Objetivo General:

Implementar un método de ensayo para la determinacion de hierro total en
muestras de productos alimenticios fortificados en el laboratorio de la Direccion

Territorial Villa Clara de la Oficina Nacional de Inspeccion Estatal.



Objetivos Especificos:

1. Disefar un método de ensayo adecuado para la evaluacion de la calidad
de muestras de leche entera en polvo fortificada y harina de trigo fortificada
en cuanto a la cuantificacion del hierro total en la red de laboratorios de la

Oficina Nacional de Inspeccién Estatal.

2. Verificar el método de ensayo disefiado para la cuantificacion de hierro

total en leche entera en polvo fortificada y harina de trigo fortificada.

3. Estimar la incertidumbre del resultado de la cuantificacion de hierro total
en muestras de leche entera en polvo fortificada y harina de trigo

fortificada.



CAPITULO I:
MARCO TEORICO



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Fortificacion de productos alimenticios

1.1.1 Definicion e importancia

Segun el Codex Alimentarius, la fortificacion o enriquecimiento de alimentos es:
“la adicion de uno o mas nutrientes esenciales a un alimento con el propésito de
prevenir o corregir una deficiencia demostrada de uno o mas nutrientes en la
poblacién o en grupos especificos de poblaciéon” [3]. Esta agregacion no debe
modificar o alterar de modo importante las caracteristicas organolépticas (sabor,

color, olor y textura).

El proceso que lleva la fortificacién de los alimentos con diferentes vitaminas y
minerales fue iniciado hace varios afios, con el objetivo de prevenir deficiencias
evidentes y clinicas de ellos mismos. La mayoria de la poblacion sufre trastornos
nutricionales relacionados con un escaso y bajo consumo de alimentos ricos en
vitamina A y hierro lo que trae consigo anemia, enfermedades infecto-

contagiosas, entre otros [4].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la deficiencia de hierro el
primer desorden nutricional en el mundo [5]. Un 70 % del hierro del organismo
esta como ion Fe?* formando parte como elemento central de la hemoglobina en
la sangre. Un 5 % se encuentra en la mioglobina y el resto formando parte de las
enzimas citocromos (principales responsables del metabolismo de la mayoria de

los farmacos antineoplasicos) y otras estructuras [5, 6].



En los seres humanos la absorcion de la cantidad de hierro ingerida es limitada
por el tipo de hierro que compone al alimento, donde podemos encontrar dos

formas: hierro hemo y hierro no hemo.

El hierro hemo esta presente en alimentos de origen animal formando parte de la
hemoglobina y la mioglobina en su estado de oxidacién Fe?*, corresponde a un
5-10 % del hierro de la dieta y es mas facilmente asimilable, suele absorberse
entre un 15-30 %. El hierro no hemo en forma inorganica se encuentra en
diferentes estados de oxidacion Fe®*, Fe?*, FeO. Se encuentra generalmente en
los vegetales, cereales, frutas y en el organismo humano en las ferroproteinas.
Tiene tendencia a oxidarse de Fe?* a Fe3* dentro del organismo humano lo cual
precipita y dificulta su absorcion. Se suele absorber un 2-10 % del hierro no hemo
ingerido. Este tipo de hierro se ubica en el trigo por consiguiente también esta en

la harina existiendo un minimo aprovechamiento del elemento [7, 8.

Si bien es necesatrio el hierro para el buen funcionamiento de nuestro organismo,
se puede producir también una sobredosis de este (toxicidad aguda). En el caso
de los nifios una ingesta accidental de suplementos de hierro puede ocasionar
vomitos, diarreas, dolor abdominal, llegando a dificultades respiratorias, coma y
muerte, también altas dosis de suplementos de hierro en adultos pueden traer
complicaciones gastrointestinales como constipacion, nausea, vomitos, diarreas,

especialmente si son tomados con el estbmago vacio.

Existe un alto potencial de tener toxicidad por hierro dado a que muy poca

cantidad es excretada por el organismo y tiende a acumularse en los tejidos y



organos cuando sus depésitos estan saturados [4, 5, 9]. La dosis diaria
recomendada de hierro para infantes y nifios es de 0,27 a 15 mg al dia y en
adultos de 18 a 27 mg al dia incluyendo embarazadas y la ingesta maxima
tolerable para individuos sanos de 0 a 18 afios es de 40 mg al dia y para adultos

incluyendo embarazadas es de 45 mg [9].

La importancia de la fortificacidon de alimentos se eleva cada vez mas a nivel
mundial, tratando de disminuir la mal nutricion de la poblacion, es por eso que se

hace necesario la cuantificacion del hierro y micronutrientes en los mismos.

1.1.2 Proceso de fortificacion de la harina de trigo y la leche en Cuba

Las harinas que provienen de los cereales y los productos lacteos en especial la
leche son importantes vehiculos para utilizarlos en la fortificacion con hierro y
diferentes micronutrientes, ya que estos son alimentos muy consumidos por la
poblacién en sus diferentes presentaciones, en el caso de la harina en el proceso
de refinacion se pierde un porcentaje de estos micronutrientes, por ende la

fortificacién permite la adicion de cantidades de estos [8].

Desde el establecimiento del Programa Nacional de Accién para la Nutricion en
Cuba el estado y el gobierno cubano consideraron una tarea de primer orden la
lucha contra la deficiencia de micronutrientes, por lo que ha desarrollado

programas integrales para combatirla [10].

De esta manera se han desarrollado proyectos de investigacion-desarrollo y

programas de intervencion nutricional relacionados con las tres opciones basicas



para disminuir la deficiencia de micronutrientes: la suplementacion, la fortificacion

de alimentos y la diversificacion alimentaria.

En el caso de la fortificacién de alimentos el pais desarrolla acciones de base
alimentaria mediante la fortificacion con hierro de un alimento de amplio consumo

para la poblacion en general como la harina de trigo y la leche en polvo [2, 10].

La harina de trigo se utiliza fundamentalmente en la elaboracion del pan. En Cuba
el pan es un alimento altamente subsidiado que se distribuye diariamente a toda
la poblacién urbana o rural de todas las provincias del pais, por lo que es un buen
vehiculo para desarrollar un programa de fortificacion el cual se inici6 desde
1999. Actualmente todo el consumo de harina de trigo en la poblacién cubana es
de produccion nacional. Mas del 80 % se consume en forma de pan. Segun la
norma cubana: NC 877:2012: “Harina de Trigo. Especificaciones”, la cantidad de
hierro en el producto terminado expresado como sulfato ferroso anhidro debe

estar entre 45-65 mg/kg del producto [10, 11].

Por otra parte, desde hace mas de cinco décadas en Cuba todos los nifios
menores de siete afios reciben diariamente el equivalente a un litro de leche lista
para el consumo a precios altamente subsidiados. Debido a la elevada frecuencia
de anemia observada en nifios menores de un afio, desde 2004 se considero la
necesidad de fortificar con hierro la leche que se distribuye de manera
diferenciada a nifios menores de un afo. La leche entera en polvo destinada a

este grupo de edad, se fortifica con compuestos de hierro a niveles de 10 mg por



1000 mL de leche en su forma lista para el consumo y su limite maximo es de

100 mg/kg de leche entera en polvo [2, 10, 11].
1.2 Determinacion de la concentracion de hierro en productos alimenticios

La bibliografia refiere varios métodos para la determinacion de la concentracion
de hierro en productos alimenticios, los cuales se mencionan a continuacion [12,

13]:

1. Espectrometria de Plasma Acoplado Inductivamente

2. Método espectrométrico de absorcién atbmica

3. Método colorimétrico (orto-fenantrolina)

1.2.1 Espectrometria de Plasma Acoplado Inductivamente

Es una técnica de analisis inorganico elemental e isotopico capaz de determinar
y cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica en un rango
dindmico lineal de seis 6rdenes de magnitud (ug/L—mg/L) ademas de poder llevar
a cabo la determinacion de los elementos en un analisis multielemental que
provee la composicién de la muestra analizada. Las partes principales del equipo
son el Plasma Acoplado Inductivamente (ICP), dénde se generan los cationes a

analizar y el Espectrometro de Masas (MS) que actia como filtro de masas [14].
1.2.2 Espectroscopia de Absorcion Atomica

La espectroscopia de absorciéon atomica es un método para la deteccion de

elementos metalicos, la materia compleja para su examinacion tienen que



romperse mediante incineracién en los atomos que la constituyen, para luego
mediante el equipo se lea la absorbancia, la lampara de catodo hueco el cual
incide un rayo luminoso de longitud de onda programada muy especializada
dirigiendose en un eje longitudinal precisa a las muestras, las cuales son
aspiradas hacia el interior de una camara de aire y acetileno como combustible
para luego pasar a la llama, antes de ingresar la muestra se divide en micro gotas
las cuales se evaporan para dar una sal seca que esta se disocia en parte en los
atomos que se desean analizar, estos se vaporizan a 2000-6000 K y la
concentracion de atomos en fase vapor se determina midiendo la absorcién o la
emision a longitudes de ondas caracteristicas en la region UV-Vis del espectro

electromagnético [13, 15].

1.2.3 Fundamentos de Espectroscopia UV-Vis

La espectrofotometria ultravioleta—visible es una técnica de absorcion molecular
y fue uno de los primeros métodos fisicos que se aplicaron al andlisis cuantitativo
y a la determinacién de estructuras moleculares [12]. El color de una sustancia
transmite luz en ciertos rangos de onda en la region visible del espectro, mientras
que absorben luz de otros rangos de onda en dicha region. A la fraccién de luz
absorbida por una solucion medida a un largo de onda dado se le conoce por

absorbancia. La absorbancia esta dada por la Ley de Bouguer-Lamber-Beer [16]:

A =¢g*b*c

Ddénde: “A” es la absorbancia; “€” es absortividad; “b” es la longitud del paso de

luz (equivale al ancho de la cubeta) y “c” la concentracion molar del analito.
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Para poder determinar la concentracion de una especie mediante esta técnica,
se necesita preparar una curva de calibracibn con soluciones cuyas
concentraciones sean conocidas. La muestra conteniendo al analito debe
producir una absorbancia entre el maximo y el minimo de la curva de calibracion.
Las soluciones utilizadas para la curva de calibracibn en esta experiencia

deberan caer en un rango de absorbancia entre 0,1y 1,0 [17].
1.2.4 Método de 1,10-fenantrolina

El Método de 1,10-fenantrolina (orto-fenantrolina) se basa, en la reaccion de ion
Fe?* con la orto-fenantrolina para formar una entidad de coordinacién de color
rojo-naranja, la cual presenta su absorbancia maxima de luz a una longitud de
onda de 510 nm, siendo este compuesto de coordinacion un quelato de tres
moléculas de orto-fenantrolina con dos ligandos por cada atomo de Fe?*[18]. La
reaccion de formacion de las entidades de coordinacién se describe segun la

ecuacion:

OO -~
N N 7
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Para asegurarse de que todo el hierro presente en la muestra se encuentra en
forma de Fe?* se afade, antes de la formacién del complejo, un agente reductor
como es el clorhidrato de hidroxilamina, el cual reduce el Fe3* a Fe?* segun la

reaccion:
2F€3+(ac) +2NH20Hac) +20H"(ac) —>2F€2+(ac) + N2(g) +4H20)

Después de la reduccién del Fe** a Fe?*, se da la formacion de un complejo con
la adicion de orto-fenantrolina. En medio acido la orto-fenantrolina que es una
base débil, se encuentra en su forma protonada como ion 1,10-fenantrolinio

(FenH*) [18, 19].
La reaccion puede ser descrita por la siguiente ecuacion:
F62+(ac) +3FenH*@c) — Fe(Fen)33+(ac) +3H%(ac)

La formacion cuantitativa de la entidad de coordinacién se observa en el intervalo
de pH entre 2 y 9. La solucién coloreada permite determinar la concentracion
espectrofotométricamente por la ley de Bouguer-Lambert-Beer o por
comparacion visual. Se recomienda un pH préximo a 4 para evitar la precipitacion
de diversas sales de Fe?*y Fe®*. Una vez formada, la entidad de coordinacién es
estable durante largos periodos de tiempo y se debe esperar diez minutos para
gue se desarrolle la maxima intensidad de color antes de realizar la medicion de

la absorbancia [20].

Como interferencias en este método se encuentran los oxidantes fuertes,

cianuros, nitritos, y fosfatos (especialmente los polifosfatos), cromo, zinc en
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concentracion diez veces superior a la del hierro presente en la muestra, cobalto
y cobre en concentracion superior a 5 mg/L y niquel en concentracion mayor a 2
mg/L. El bismuto, el cadmio, el mercurio, el anibn molibdato y la plata precipitan
con la orto-fenantrolina. La ebullicion inicial en medio acido convierte los
polifosfatos en orto-fosfato y elimina cianuros y nitritos. La adicion de orto-
fenantrolina en exceso elimina los errores causados por concentraciones altas de
especies quimicas fuertemente oxidantes, y sustituye la que queda acomplejada

por metales interferentes [19].

Si se tiene presente mucho color o materia organica, puede ser necesario
evaporar la muestra, calcinar suavemente el residuo y redisolver en acido. La
calcinacion debe llevarse a cabo en crisoles de silice de porcelana que
previamente han sido hervidos con acido clorhidrico (HCI) 6 N. La presencia
excesiva materia organica hace necesario la digestiéon antes de ser utilizado el

procedimiento de extraccion [20].

1.3 Validacion de métodos

La validacion es un proceso netamente experimental que se efectia mediante
estudios de laboratorio para evaluar o determinar la conveniencia o capacidad de
un esquema analitico particular, cuyas caracteristicas de disefio cumplen con los
requerimientos metodolégicos y de resultados para aplicacion analitica
propuesta. Es demostrar experimentalmente y en forma documentada que una

metodologia funciona para el fin propuesto [21].
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Segun la norma cubana NC 896: 2012: “Directrices sobre la terminologia
analitica” la validacion es la verificacidn en la que los requisitos especificados son

idéneos para un uso previsto [25].

La importancia de validar métodos analiticos se basa principalmente en los
beneficios y ventajas que provee la validacion de laboratorios de ensayo que son

[22]:

¢ Obtener una acreditacion por parte de un organismo acreditador.

e Aumento en la satisfaccion de los clientes cuando solicitan un trabajo
analitico. Brindar confianza en los resultados emitidos los cuales han
demostrado ser adecuados para su propdésito.

e Disminuir y controlar los factores que llevan a la imprecision o inexactitud
de un dato generado.

e Optimizar los procesos de medicion al analizar lo mejor posible el
mensurando, conllevando a una disminucion en costos por repeticion de

pruebas y desperdicio de materiales y reactivos.

Un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que sus
caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso previsto. Por

ejemplo, en el laboratorio deben validarse [23]:

1. Métodos no normalizados
2. Métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio
3. Método normalizado usado fuera de su campo de aplicacion

4. Aplicaciones o modificaciones de métodos normalizados
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El alcance de la validacion dependera de la aplicaciéon, la naturaleza de los
cambios realizados y de las circunstancias en que el método se va a utilizar.
También es necesaria la verificacion cuando hay cambios importantes, como

traslado de equipos, equipo nuevo pero similar, etc. [22, 23].
1.3.1 Establecimiento del alcance de la validacién

Se diferencian tres casos, en los que la dificultad de la validacion aumenta del

primero al tercero [24]:

1. Se trata de un método de ensayo normalizado, que se aplica exactamente

como esta descripto en la norma.

2. Se trata de una modificacién a un método de ensayo normalizado, por ejemplo,
se hicieron modificaciones a los métodos descriptos en la norma que pueden
tener repercusion sobre la calidad de los resultados. Ejemplos: un método de

extraccién diferente, otra matriz, extension del rango, etc.

3. Se trata de un método de ensayo interno, elaborado en el laboratorio y que no

se encuentra en normas u otras colecciones de métodos.

Existen diferentes categorias de métodos de ensayo segun el grado de validacion

y el trabajo adicional recomendado, estas se muestran en la Tabla 1 [23].
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Tabla 1. Categorias de métodos de ensayo segun el grado de validacion y el

trabajo adicional recomendado.

Grado de validacion externa Validacion interna recomendada
1. Método validado externamente 1. Verificacion de veracidad y
mediante un ensayo colaborativo. precision.
2. Método validado externamente 2. Verificacion de veracidad y
pero se utiliza para una nueva precision también es posible
matriz o con nuevo instrumento. establecer el limite de deteccion.
3. Método bien establecido, pero 3. Verificacion, es posible una
no validado. validacion mas extensa.
4. Método publicado en la literatura 4. Verificacion, es posible una
cientifica y con las caracteristicas de validacion mas extensa.

ejecucion mas importantes

establecidas.

5. Método publicado en la literatura 5. El método necesita una
cientifica sin presentacion de las validacion completa.

caracteristicas de ejecucion.

6. Método desarrollado internamente. 6. El método necesita una

validacién completa.

La clasificacion “Método validado externamente mediante un ensayo
colaborativo” indica métodos de ensayo que han sido comprobados mediante
estudios colaborativos inter-laboratorios con resultado aceptable, e incluyendo
informacion sobre las caracteristicas de ejecucion centrales, tales como rango de

trabajo, veracidad, precision y limite de cuantificacion. El estudio debe haber sido
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desarrollado, y sus resultados interpretados de acuerdo con protocolos
aceptados internacionalmente, tales como la norma ISO (Organizacion
Internacional de Normalizacién) 5725 o el protocolo armonizado ISO/IUPAC
(Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada) /AOAC (Association of Official

Analitical Chemists) [23].

Por “Verificacion” se entiende la accion que el laboratorio realiza previamente a
la introduccion de un método en la rutina de trabajo, para comprobar y
documentar que es competente para utilizar el mismo. Esto significa que el
laboratorio investiga y documenta que él, por ejemplo, en veracidad y precision,
obtiene resultados que se corresponden con las caracteristicas de ejecucion del

método.

Por “Validacion mas extensa” se entiende la accidn que el laboratorio realiza para
examinar y documentar, total o parcialmente las caracteristicas del método

previamente a su introduccion en la rutina de trabajo.

Por “Validacién completa” se entiende un estudio que incluye todos los aspectos,

importantes y posibles [23].

1.3.2 Descripcion de un procedimiento de validacién y verificacion

Estas son recomendaciones sobre la conduccion y secuencia de los pasos de un
procedimiento de validacion y verificacion. Sin embargo, es conveniente siempre
ajustar el trabajo a las posibilidades del laboratorio y a los requisitos del método
en cuestion. No siempre es importante estudiar todos los pasos que aparecen en

estas recomendaciones [24].
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Procedimientos recomendados:

1. Disefio de un protocolo de validaciéon o verificacion

2. Determinacion de la especificidad y la curva patron

3.Determinacion de la precision, expresada como repetibilidad y reproducibilidad

4. Determinacion de la veracidad

5. Determinacion del rango de trabajo/rango de medicién

6. Determinacion del limite de deteccidén

7. Determinacion del limite de cuantificacion/limite de determinacion

8. Determinacion de la robustez

9. Determinacion de la sensibilidad

10. Evaluacion de los resultados, desde el paso 2 al 8, contra el protocolo

11. Documentacion del trabajo en un informe

1.33 Pardmetros de desempefio del método

1.3.3.1 Linealidad:

Se entiende como linealidad la capacidad de un método analitico de obtener
resultados linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la
muestra, dentro de un intervalo determinado. Se considera como un criterio inicial
de validacion. La curva de calibracion y el coeficiente correlacion es el que indica

la linealidad principalmente [25].
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El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre soluciones patron del
analito, como sobre muestras problema que contengan concentraciones
crecientes de analito, efectuandose posteriormente el tratamiento matematico de
los resultados analiticos. Normalmente estos calculos se efectian con programas

de computacion. Las fases de este ensayo son las siguientes:

En primer lugar, conviene cerciorarse de que el intervalo lineal dinamico del
sistema instrumental sea mas amplio que el intervalo de concentraciones a
estudiar. Para ello puede efectuarse un tanteo previo con unos cuantos patrones
gue abarquen un rango de concentraciones mas amplio que el intervalo de
concentraciones a establecer, luego preparar una serie de patrones de analito de
concentraciones crecientes. EI niamero de soluciones patron puede estar
comprendido entre 3 y 10 y el intervalo de concentraciones se selecciona de
acuerdo con las cantidades esperadas de analito en la muestra, efectuar el
analisis siguiendo exactamente el procedimiento descrito y cada analisis se
efectia como minimo por duplicado y por ultimo determinar la curva de
calibracion que relaciona respuesta (areas, alturas, absorbancias, etc.) con

concentracion o cantidad de analito [23].
La recta de calibracion es del tipo:y =bx + a

Siendo “X” la concentracion, “y” la respuesta, “b” el valor de la pendiente y “a” el

término independiente o intercepto [23].

Formula para hallar b:

:2(x—i)(y—y)_2xy—@

b %) 2 - 2
Lm0 i, (B




Formula para hallar a:

Y.y — bXx

a=y—bx= -

Representacion grafica de la recta de regresion

Si la recta no pasa por el origen de coordenadas el método a evaluar esta
afectado por un error sistematico (sesgo) por defecto o por exceso. Si existen
diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta,
significa que la linealidad no es muy buena o que el error experimental es

importante y los limites de confianza seran amplios (hipérbolas anchas) [26].
Interpretacion estadistica de la regresion lineal

Un método comun para estimar cuan bien los puntos experimentales se ajustan

a una linea recta es calcular el coeficiente de correlacion (r), este refleja el grado

de relacion o ligazén entre las variables “x” (concentracion), “y” (respuesta). Su

11} 1’

valor maximo es 1. Si “r” es cercano a la unidad significa que existe correlacion

con una probabilidad elevada [23].

Formulas para hallar r:

Sx-D@-7) By - 2X2Y

G-y e (5, - @0
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En analisis quimico se obtienen valores de “r’ elevados, iguales o superiores a
0,999, si bien en andlisis de trazas se aceptan valores mas bajos (iguales o
superiores a 0,990). Valores muy elevados de “’ no deben tomarse

erroneamente como indicadores de linealidad; la linealidad se demuestra

estadisticamente por otros procedimientos que se describen a continuacion [26].

El coeficiente de determinacion es el cuadrado del coeficiente de correlacion e
indica la proporcion de la varianza total de “y” que es explicada por el modelo
lineal de regresion. En las tablas de “r’, para n-2 grados de libertad el valor

obtenido supone una correlaciéon positiva con una probabilidad superior al 99,9

% [23, 26].
Test de linealidad

Existen varios procedimientos para verificar la linealidad: como la significacion
estadistica de la varianza de la pendiente “b” que, a mayor pendiente, mayor
sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de concentracion del
analito). La varianza de la pendiente (s?) se utiliza como expresién matematica
de la linealidad: a menor varianza mejor linealidad y se determina con una de las

formulas siguientes [27]:

2 2
2 Syx Sy,x

PTI-0T 5 L, G0
n

Siendo 532/,x la varianza del error experimental total, varianza residual o varianza

“y N

de regresién de “y” sobre “x”.
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El valor de SJ%,x se obtiene por diferentes formulas:

D\ (v — )2
2 -y - [Z(XZ(::)_({—()Z ) B > y2.Zy — bExy
n-—2 B n-—2

2
Sy,x I

Para expresar la linealidad también se utiliza la desviacion tipica o error tipico de

la pendiente Sp y la desviacion tipica relativa Sy rel. (%), cuyas formulas son [27]:

2

— S
Sh Sh smmm%::fioo

Los limites de confianza de la pendiente se hallan a partir de la expresion:
b £ tsp

Siendo “t” el valor de la distribucién de Student para n-2 grados de libertad a la

probabilidad escogida [23, 27].
Test de proporcionalidad

El valor de “a”, intercepcidon con el eje de ordenada en el origen, indica el error

sisteméatico del método. En el caso ideal debe ser cero [26].

La varianza del término independiente se deduce de las formulas:

1 _ 52_2"1{2 — Six S sz = Six * sz
Py th—(zx}‘ n Z(X—E)z n
H

5
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Siendo s; , la varianza del error experimental total.
La desviacion o error tipico del término independiente es: Sa.
La desviacion tipica relativa del término independiente es igual a:

5

“alrel)

(%) = 2100
&l

Los limites de confianza del término independiente son los siguientes:
attSa

Siendo “t” el valor de la distribucién de Student para n-2 grados de libertad a la
probabilidad escogida. Si estos limites incluyen el cero, se cumple la condicién

de proporcionalidad [27].
Andlisis de residuales

Se le llama residuos a las diferencias entre los valores observados y los
pronosticados (Y; — ¥;). Los residuos brindan informacion acerca de la exactitud
de los prondsticos. Cuanto mas pequefio es el error tipico de los residuos,
mejores son los prondsticos o sea mejor se ajusta la recta de regresion a la nube

de puntos.

El andlisis de residuales se puede llevar a cabo graficamente o en forma analitica.
Se representa en una grafica bidimensional los residuos observados (eje y) para

cada una de las variables “X” (eje x). Si existe una correlacion lineal se observa
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una nube de puntos en direccidn horizontal y con anchura constante. En una falta

de linealidad se observarian anchura de bandas no constantes [28].

1.3.3.2 Exactitud:

Es el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de
referencia [25]. Indica la capacidad del método analitico para obtener resultados
lo més proximos posibles al valor verdadero, es una entidad con dos
componentes (veracidad y precision) pero considerada como una entidad global.
Un estudio de exactitud involucra la determinacion de la veracidad, la precision y
la robustez, asi como la estimacion de la incertidumbre de la medicion y de los

perfiles de exactitud [29].

1.3.3.3 Veracidad:

Se entiende por veracidad el grado de concordancia entre la expectativa relativa
al resultado de un ensayo o de una medicién y el valor verdadero [25]. En este
contexto se entiende por resultado la media de determinaciones duplicadas o un
resultado simple, dependiendo de lo que se considere normal para el método.
Debe hacerse una distincion entre los diferentes métodos analiticos, sobre la
base de si hay o no métodos de referencia disponibles y/o materiales de
referencia certificados, asi como esquemas de ensayos de aptitud. La medida de

la veracidad se expresa habitualmente en términos de sesgo [22].

El sesgo es la diferencia entre el promedio calculado de los resultados de
medicion y un valor de referencia aceptado, es el error sistematico total, pudiendo

existir uno 0 mas componentes de error sistematico que contribuyen a este.

24



1.3.3.4 Precision:

Es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos
analiticos efectuados sobre una muestra homogénea, es decir la capacidad del
meétodo para dar resultados semejantes cuando se aplica repetidamente a una

muestra.

Dentro del término precision del método se pueden distinguir tres tipos de estudio:
repetibilidad, reproducibilidad y reproducibilidad intermedia en los que se
determina la desviacion tipica “s” a partir de los resultados individuales obtenidos

“xi”, segun la formula [22]:

Donde: X= media; i = 1,2, ., n; n = nimero de

determinaciones

La precisibn puede expresarse directamente como desviacidon tipica, como
desviacion tipica relativa (RSD) o como el intervalo de confianza. La desviacion

tipica relativa (coeficiente de variacion) viene dada por [23]:

RSD(%) = (s / %) - 100

El intervalo de confianza viene dado por: X £ A, donde A=3*s

El coeficiente 3 en la férmula del intervalo de confianza es una buena

aproximacion para 10-15 mediciones y un intervalo de confianza de 99 %.
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A partir de estos datos, se calculan las correspondientes desviaciones estandar

relativas (RSDr y RSDR)
Para la reproducibilidad intermedia Horwitz disefié una expresion:
% PRSDg = 201703109 0)

Donde “c” es la concentracion del analito en fracciones decimales. Sin embargo,
un modelo mas contemporaneo ha demostrado que la relacién anterior se
representa mejor si tres ecuaciones se usan para cubrir desde las altas a las

bajas concentraciones.
Sic < 1,2 1077 el coeficiente de variacion de Horwitz se determina como:
PRSDr =0,22C

Si 1,210 < ¢ < 0,138 el coeficiente de variacion de Horwitz se determina como:

PRSDRr = 0,02c0:849
Si c > 0,1387 el coeficiente de variacion de Horwitz se determina como:
PRSDr=0,01c% >

Para la repetibilidad % RSDr = 0,2 a 0,3 veces % RSDr mientras que para la

reproducibilidad intermedia % RSDr = 0,2 a 1 veces % RSDr [23].
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1.3.3.4.1 Repetibilidad:

Es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas condiciones,
sobre la muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos
aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de analisis efectuados, en

un corto intervalo de tiempo [25].

1.3.3.4.2 Reproducibilidad: Es la medida de la precision de los resultados de un
método analitico efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones

diferentes( diferentes analistas, aparatos, dias) [25].

1.3.3.4.3 Reproducibilidad intermedia: Es la concordancia de resultados
cuando los andlisis se llevan a cabo en el mismo laboratorio, utilizando el mismo
método, pero ejecutados en diferentes momentos por diferentes analistas

empleando, por ejemplo, diferentes lotes o reactivos [25].
1.3.3.5 Errores burdos

Un error burdo se puede definir como una observacion en un conjunto de datos
que parece ser inconsistente de ese conjunto de datos. Una de las estrategias
para minimizar el efecto de los errores burdos es tratar de identificarlos y
distinguirlos de cualquier variacion casual, permitiendo al analista inspeccionar
los datos sospechosos y si es necesario, corregir o remover los valores erroneos

[23].

Existen varias pruebas para comprobar la presencia o no de errores burdos,

siendo las mas comunmente empleadas, y ademas recomendadas por las
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normas ISO y por la IUPAC, la prueba de Dixon, la de Grubbs y la de Cochran.
Para mediciones replicadas las mejores pruebas reconocidas son la de Dixon y

la de Grubbs [16].

Tres pruebas para detectar errores burdos en una distribucion normal fueron
desarrolladas y extendidas por F. E. Grubbs. Todos usan estadisticas basadas
en las desviaciones estandar. La primera de estas es una prueba para un solo
valor erratico. La segunda prueba es para un par de valores erroneos a extremos
opuestos del conjunto de datos y la tercera busca valores erraticos sobre el

mismo extremo de conjunto de datos [16, 23].

En este trabajo se emplea la primera prueba de Grubbs. Para esta se calculan

dos estadigrafos: Gmin Y Gmax

. X
Gop= Zprom X1
5
Xu 'X]:-r:u:c.
max S

Donde:

Xprom: €s el valor promedio de los valores replicados

X1: es el valor minimo de los valores replicados

Xn: es el valor maximo de los valores replicados

S: es la desviacion estandar de los valores replicados

Si Gmin Y/0 Gmax exceden el valor critico para un determinado nivel de confianza

(usualmente 95 %) los valores probados se consideran errores burdos [23].
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1.4 Incertidumbre de las mediciones quimicas

1.4.1 Definicidén e importancia

La incertidumbre de la medicion: es una forma de expresar el hecho de que, para
un mensurando (magnitud especifica de medir) y su resultado de medicion dados,
no hay un solo valor, sino un nimero infinito de valores dispersos alrededor del
resultado, que son consistentes con todas las observaciones, datos y
conocimientos que se tengan del mundo fisico, y que con distintos grados de

credibilidad pueden ser atribuidos al mensurando [30].

Segun la norma cubana NC 896: 2012: "Directrices sobre la terminologia
analitica” la Incertidumbre de la medicion es el parametro no negativo que
caracteriza la dispersion de los valores que se atribuyen a un mesurando sobre

la base de la informacion utilizada [25].

En general, el uso de la palabra incertidumbre se relaciona con el concepto de
duda. La palabra incertidumbre sin adjetivos se refiere a un parametro asociado
con la definicion anterior o al conocimiento limitado acerca de un valor particular.
La incertidumbre de la medicidbn no implica duda acerca de la validez de un
mensurando; por el contrario, el conocimiento de la incertidumbre implica el

incremento de la confianza en la validez del resultado de una medicion [31]
La incertidumbre puede ser expresada de varias formas como:
Incertidumbre tipica de la medicion (u): Incertidumbre de la medicion

expresada como una desviacion tipica.
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Incertidumbre tipica combinada (uc): Incertidumbre tipica del resultado de una
medicion cuando ese resultado se obtiene a partir de varios valores de

incertidumbres de otras magnitudes.

Incertidumbre expandida (U, U= k uc): Cantidad que define un intervalo del
resultado de una medicion que puede esperarse que incluya una proporcion
grande de la distribucion de valores que podran atribuirse razonablemente al

mensurando.

(La incertidumbre expandida U se calcula sobre la base de la incertidumbre tipica

combinada uc y un factor de cobertura k, segun: U= k uc) [32, 33].

La evaluacion de la incertidumbre de la medicion es un requisito obligatorio para
los laboratorios acreditados o solicitantes de la acreditacion. La estimacion de
este parametro proporciona a los laboratorios una serie de ventajas debido a que
afiade valor y significado al resultado de la medicién, supone una ayuda
cuantitativa en la credibilidad de estos, constituye un punto de partida para la
optimizacién de los procedimientos de ensayo gracias a un mayor conocimiento

del proceso [34].

1.4.2 Métodos existentes para la estimacién de la incertidumbre de la
medicién
La estimacion de la incertidumbre no es sencilla debido al elevado nimero de

fuentes de error presentes en un procedimiento analitico. Esto ha hecho que se

hayan propuesto varios métodos para calcularla [35].
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El método GUM (Guia para estimar la incertidumbre de Medida) se basa en la
modelacién matematica del proceso de medicion, partiendo de la expresion que
permite el calculo del valor de la magnitud de interés, y la incorporacion en la
estimacion de la incertidumbre de la medicion de todas las incertidumbres
relevantes originadas durante el proceso. Las incertidumbres relevantes se
clasifican, se cuantifican, se combinan y finalmente se establece la incertidumbre
combinada del resultado de la medicion. Eventualmente la incertidumbre puede

expresarse como incertidumbre expandida [32, 35].

El método propuesto por Eurachem (Guia de Laboratorio para Validacion de
Métodos y temas relacionados) explica la posibilidad de calcular la incertidumbre
agrupando factores, utilizando los diagramas causa—efecto para identificar de
forma estructurada todas las fuentes de incertidumbre. Los diagramas causa y
efecto se estructuran en factores principales o de primer orden y a su vez para
cada factor principal se tienen en cuenta otros factores secundarios y asi
sucesivamente hasta considerar todos aquellos factores que puedan afectar la
estimacion de la magnitud media. Posteriormente en una etapa de reconciliacién
debe identificarse si algunas fuentes de incertidumbre que se han considerado

mas de una vez [35].

Otro método se basa en la posibilidad de estimar la incertidumbre de la mediciéon
a partir de los estimados de repetibilidad, reproducibilidad y veracidad del método

utilizado, todos obtenidos mediante estudios colaborativos. Esta especificacion
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ha tenido gran aceptacion internacional, siendo adoptada por Cuba como Norma

Cubana no obligatoria [30].

Hay muchos procedimientos disponibles para calcular la incertidumbre en la
medicion de un resultado. Las directrices del Codex no recomiendan ningun
planteamiento en particular, pero es importante que, independientemente del
planteamiento que se utilice, el procedimiento sea fiable desde el punto de vista
cientifico. Ningun planteamiento puede considerarse mejor que otro, siempre y
cuando el procedimiento utilizado sea apropiado Yy fiable; esto significa que no

haya ninguna “jerarquia” de los procedimientos [30, 32].

En general, los procedimientos se basan en un planteamiento de componente
por componente “de abajo arriba” o en un enfoque “de arriba abajo”. El enfoque
de abajo arriba se basa en la modelacion matematica del proceso de medicién y
el enfoque de arriba abajo utiliza datos procedentes de ensayos en colaboracion,
estudios de aptitud, estudios de validacion o muestras destinadas al control de
calidad dentro del laboratorio, o bien en una combinacion de dichos datos [32,

34].
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se describe la etapa experimental de la investigacion
desarrollada, se especifican los reactivos, materiales, equipos y las condiciones

a las cuales se efecttan los analisis.

2.1 Disefio del procedimiento analitico de cuantificacion de hierro en

productos alimenticios fortificados usando espectroscopia UV-VIS

2.1.1 Fundamento y alcance del método

El Método de orto-fenantrolina consiste en dar un tratamiento a la muestra el cual
reduce al hierro a estado ferroso, por ebullicion con &cido clorhidrico y clorhidrato
de hidroxilamina. Se trata con 1,10-fenantrolina, hasta obtener un pH entre 3,2 a
3,3 dando la formacion de un complejo rojo-naranja, siendo este un quelato de
tres moléculas de fenantrolina por cada atomo de hierro ferroso. La solucién

coloreada obedece a la ley de Bouguer-Lamber-Beer.

2.1.2 Equipos, materiales, reactivos y preparacion de las disoluciones

Para la determinacion del hierro total se emple6é un espectrofotometro UV-Vis
marca Hach, con celdas de 2,5 cm de camino 6ptico. Horno Mufla con regulador
de temperatura marca Carbolite. Campana extractora de gases. Balanza
Analitica marca Radwag. Mechero. Desecador de vidrio. Crisoles de porcelana.
Pinzas de capsula de porcelana. Matraces aforados de 50mL. Pipetas aforadas
de 1, 2, 5y 10 mL. Pipetas volumétricas de 5 mL. Todo el material volumétrico

esté certificado por la Oficina Territorial de Normalizacién.
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Los reactivos empleados fueron alambre de hierro electrolitico 99% de pureza,
acido clorhidrico concentrado (37-38 %) de J.T. Baker, clorhidrato de
hidroxilamina (99,5 %) de Merck, acetato de amonio (97 %) de AnalaR, o—
fenantrolina (99,5 %) de Scharlau, acido acético glacial (99,8 %) de J.T. Baker y

acido sulfarico concentrado (95-98 %) de Sigma- Adrich.

Para preparar la disoluciéon de clorhidrato de hidroxilamina al 10 % (NH20H-HCI)
se disolvié 10 g de clorhidrato de hidroxilamina en 100 mL de agua bidestilada.
En el caso de la solucién buffer de acetato de amonio se disolvio 62,5 g de acetato
de amonio en 15 mL de agua bidestilada, se agregd 175 mL de acido acético
glacial y se diluyé en 250 mL de agua bidestilada. Para preparar la disolucion o-
fenantrolina (C12HsN2"H20) se disolvidé 0,100 g de orto-fenantrolina en 100 mL de
agua bidestilada, a la que se le afiadio previamente 2 gotas de acido clorhidrico
concentrado. Para la disolucion de acido sulfarico 6 N se disolvio 90 mL de acido

sulftrico en 500 mL de agua bidestilada.

Ademas, se utilizé una solucién patrén de hierro 0,2 mg/mL en la que se disolvid
0,100 g de orto-fenantrolina en 100 mL de agua bidestilada, a la que se le afiadio
previamente 2 gotas de acido clorhidrico concentrado y una solucién de trabajo
de hierro 0,005 mg/mL que se preparo a partir de la solucion patron tomando 12,5

mL de esta y diluyendo a 500 mL con agua bidestilada.
2.1.3 Construccion de la curva de calibracion

Se construyo curva de calibracion utilizando hierro patron una vez comprobada

su linealidad. Para ello se utilizaron ocho matraces aforados de 50 mL, se afiadi6
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5 mL de agua bidestilada y se transfirieron las cantidades de solucion de trabajo

de hierro indicadas a continuacion:

Tabla 2: Volumenes de la solucion de trabajo de hierro y concentraciones

de hierro en la solucion

Volumen de la Concentracion de hierro
solucién de trabajo de en la solucién de
hierro de 0,005 mg/mL comparacion para

fotometria

mL pg/mL
0(1) 0

1,0 0,1
2,0 0,2
3,0 0,3
4,0 0,4
5,0 0,5
8,0 0,8
10,0 1,0

(1) Soluciéon de ensayo en
blanco

A los patrones se les afladieron 2 mL de acido clorhidrico concentrado y 1 mL de

solucion de clorhidrato de hidroxilamina. Para desarrollar el color se agregaron

10 mL de solucién reguladora de acetato de amonio y 2 mL de solucion reactivo

de orto-fenantrolina, se llevé a aforo con agua bidestilada y se homogenizé

agitando varias veces. Se esperaron 15 minutos para lograr un maximo desarrollo
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del color y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm, ajustando
el cero del instrumento con el blanco.

Cada punto de la curva se realizé por duplicado.

2.1.4 Procedimiento analitico

Para la determinacion del hierro total en muestras de harina de trigo y leche
entera en polvo fortificadas se incineraron las muestras siguiendo el método de
cenizas totales. Primero se limpiaron bien los crisoles con agua bidestilada,
inmediatamente antes de usarlos, se calentaron en el horno hasta que tuvieron
un peso constante, esta accién tardé 15 minutos, luego se refrescaron hasta la
temperatura ambiente en la desecadora por lo menos 1 hora y se pesaron con
una precision de 0,1 mg.

Porcion de ensayo

La porcién de la muestra sometida a ensayo primeramente se sometié a un
proceso de incineracion.

Para las muestras de harina de trigo fortificada se emple6 la norma cubana NC-
ISO 2171:2002: “Cereales y productos de cereales Determinacion de cenizas”.
Se pesaron 5 g de la muestra en los crisoles y antes de la incineracién se
humedecieron con 2 mL de etanol. Se coloco el crisol a la entrada del horno con
la puerta abierta y después que la muestra ardid se introdujo el crisol hacia el

interior del horno a la temperatura de 900 °C por 2 horas.

Para las muestras de leche entera en polvo fortificada se emple6 el método AOAC
Método Oficial 930.30: “Cenizas de leche en polvo”. Se pesé un 1 g de la muestra

en los crisoles se incinerd la muestra a 550 ‘C hasta que las cenizas tomaron un
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color blanco, este proceso tarddé aproximadamente 2 horas. Cuando la
incineracion se completd, se extrajo el crisol del horno, se enfri6 durante unos

minutos y se transfirio a la desecadora hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Cada analisis de muestra se realizé por triplicado.
Tratamiento y dilucién cenizas

Al crisol frio se le afladié con pipeta y en la campana 2 mL de HCl(conc) para
disolver las cenizas. Se evaporé en la campana, se enfrio y afiadi6 1mL de
HCl(conc) y 3,5 mL de agua bidestilada y con un agitador de vidrio se disolvieron
las cenizas en su totalidad, luego se pasoé cuantitativamente el liquido a un matraz
aforado de 50 mL y se volvié a lavar el crisol con agua bidestilada por dos o tres
veces mas, pasando los liquidos de lavado al matraz y posteriormente se llevo al

aforo.
Cuantificacion de hierro total

Para la muestra de harina de trigo fortificada se filtré la solucién de cenizas, se
tomo una alicuota de 5 mL y se colocé en un matraz de 25 mL y para la muestra
de leche entera en polvo fortificada se filtr6 la solucién de la mismay se tomé una

alicuota de 10 mL y se coloc6 en un matraz de 25 mL.
Luego se desarroll6 el color afiadiendo estos reactivos en el siguiente orden:

e 1 mL de solucion de hidroxilamina y se agito.
¢ 5 mL de buffer de acetatos y se agit6.

e 2 mL de orto-fenantrolina y se agito.
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Se dejo en reposo entre 10 y 15 minutos y posteriormente se leyé a 510 nm.
Expresion de los resultados
Para la harina de trigo fortificada:

a) Expresado como mg Fe/kg de muestra:

c*250
Mo

c(Fe) =

b) Expresado como mg de FeSOa4/kg de muestra:

c*(250)%(2,71)
My

c(F,50,) =
Donde:

¢ = Concentracion obtenida de la curva de calibracion.

c = A *F siendo F el factor de la curva, F = % A: Absorbancia de la muestra

de ensayo

Mo = Masa de la porcion de ensayo
250 = Factor de dilucion

2,71 = Fraccion masica (FeSOa/Fe)

Para la leche entera en polvo fortificada:

c*125
Mo

a) c(Fe) =
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Donde:

¢ = Concentracion obtenida de la curva de calibracion.
Mo = Masa de la porcion de ensayo

125 = Factor de dilucion

2.2 Plan de verificacion

Para la verificacibn del método de ensayo desarrollado se estudiaron las
caracteristicas de desempefio del método en cuanto a: linealidad, precision y

veracidad.
2.2.1 Linealidad

Para la comprobacion de la linealidad del método se estudié una curva de
calibracion construida en un intervalo de concentracion que comprende el 20 %
de la concentracion esperada para las matrices en estudio (harina de trigo
fortificada y leche entera en polvo fortificada) como se muestra en la tabla 2:
“Volumenes de la solucién de trabajo de hierro y concentraciones de hierro en la
solucion”. Para el estudio de la linealidad se calcul6 la ecuacion de la curva y se
represento graficamente. Se calculo el coeficiente de correlacidon y determinacion
y se realiz6 test de significacion de “r’. Se llevaron a cabo ademas los test de
significacién de la pendiente y el intercepto. Por ultimo, se obtuvo el grafico de

residuales.
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2.2.2 Precision

2.2.2.1 Precision por repetibilidad

Se estim0d la repetibilidad obteniendo seis réplicas proviniendo de porciones de
ensayo idénticas en el mismo laboratorio, obtenidas por el mismo analista en un
corto intervalo de tiempo. Este procedimiento se repiti6 para ambas matrices de
estudio (harina de trigo fortificada y leche entera en polvo fortificada). Se calcul6
la desviacion tipica después de haber aplicado la décima de Grubbs para los
valores extremos. Se calculd el coeficiente de variacién (RSDr en porciento), el
criterio de aceptacion para este parametro se consideré6 como valor maximo 5,3
% segun se define en la NC —TS: 368-2010: “Guia para la validacion de métodos

de ensayo quimicos para alimentos”.

2.2.2.2 Precision por reproducibilidad intermedia

Se realiz6 un disefio anidado de tres factores teniendo en cuenta: dia, analista y

equipo segun se muestra en la figura 1:

1 | 1
| Analista 2 ‘ | Analista 1 l I Analista 2
| § L | |

Equipo Equipo Equipo Equipo Equipo Equipo Equipo Equipo
1 2 1 2 1 2 1 2

iciakondl N G N EE R 1 I (T I O (o N B

Figural: Disefo anidado de tres factores
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Se obtuvieron un total de 27 réplicas para cada una de las matrices en estudio
(harina de trigo fortificada y leche entera en polvo fortificada). Se calculd la
desviacion tipica después de haber aplicado la décima de Grubbs para los
valores extremos. Se calculo el coeficiente de variacion (RSDr en porciento), el
criterio de aceptacion para este parametro se consideré como valor maximo 8 %
segun se define en la NC —TS: 368-2010: “Guia para la validacion de métodos de

ensayo quimicos para alimentos”.

2.2.3 Veracidad

Para el estudio de la veracidad se analizaron las mismas muestras utilizando el
método en estudio y el método de determinacion de hierro en absorcion atémica
empleado como método de referencia. Se realizaron en ambos casos diez
réplicas. Se determind el valor medio (x) de los resultados obtenidos aplicando
el método en estudio y se comparé con el valor de referencia (Xrer ). Se efectud
un test de F de Fisher para la comparacion de varianzas y test de t Student para
determinar si el valor medio hallado y el valor considerado verdadero no difieren

significativamente para un grado de probabilidad P = 0,05.

2.3 Estimacién de la incertidumbre de la medicion

La incertidumbre de la medicién se estimd utilizando los datos obtenidos en el

estudio de validacion intra- laboratorio. Para ello se utilizaron principalmente:

e La mejor estimacion disponible de la precision total.

e La mejor estimacion(es) disponible del sesgo total y su incertidumbre.
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e La cuantificacion de cualquier incertidumbre asociada a efectos que no se
han tenido lo suficientemente en cuenta en los estudios generales de

rendimiento anteriormente mencionados.

Se estimo la precision de manera que se produzcan variaciones naturales de
todos los factores que afectan a los resultados. Se obtuvo la desviacion estandar
de los resultados de una muestra normal, analizada varias veces a lo largo de un
periodo de tiempo (dos dias), usando diferentes analistas (dos analistas) y

equipos distintos (dos equipos).

Se obtuvo el sesgo del método bajo estudio (método espectrofotométrico UV-
VIS) utilizando orto-fenantrolina por comparacion de los resultados obtenidos con
aguellos procedentes del método de referencia (Método de espectroscopia de
absorcion atomica). Si los resultados muestran que el sesgo es estadisticamente
no significativo, se utiliza para la estimacion de la incertidumbre del método, la
incertidumbre estandar del método de referencia combinada con la incertidumbre

estandar asociada a la diferencia entre métodos.

Se investigaron otras fuentes de incertidumbre como la debida a la no
homogeneidad de la muestra para ello se analizaron seis muestras idénticas de
leche entera en polvo fortificada y seis de harina de trigo fortificada contaminadas

de forma natural en el mismo dia.

Las incertidumbres de estas fuentes se combinaron utilizando este modelo:

n
W(y) = 02 (8proa) + 5§ + ) C2u? (X)
i=1
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Donde u?(y) es la incertidumbre al cuadrado del valor estimado; 8prod €S u?

debida al sesgo del procedimiento; S3 es la varianza de la reproducibilidad

D, C%u?(X;) es laincertidumbre al cuadrado debido a efectos no incluidos en

los restantes términos.
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CAPITULO lIl: ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este capitulo se muestran y analizan los principales resultados obtenidos en
el proceso de verificacion del método analitico disefiado para la cuantificacion de
hierro total en muestras de harina de trigo y leche entera en polvo fortificadas y

ademas se estima la incertidumbre de la medicion.

3.1 Informe de los resultados de la verificaciéon

3.1.1 Linealidad

Para comprobar si la regresion es lineal se procedié a realizar un analisis
estadistico apoyado en la construccion de la curva de regresion, el analisis de los
residuos, la comprobacion de la significacion estadistica de la correlacion del

intercepto y de la pendiente y limites de confianza del término independiente.

Tabla 3: Parametros de linealidad

Parametro Valor calculado Comparacion con los criterios
definidos
Ecuacion de la y=0,554x — 0,0015 -
recta

Representacion

gréfica

Ver anexo 2

No se muestran diferencias
apreciables entre los valores
experimentales y los puntos de

la recta.
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Coeficiente de

r (6;0,001) = 0,925

correlacion 0,998 correlacion positiva con una
probabilidad superior al 99,9 %
Coeficiente de La variable independiente
determinacion explica un 99,8 % de la varianza
0,997 total de “y”
Test de
significacion de la b=0,554 texp > t tab para P=0,001

pendiente Sb=0,01019665 54,331 >5,959
texp=54,33 Indica que la probabilidad de que
b#0 es muy elevada, superior al
99,9 %
Test de t tab=5,959 para P=0,001
significacién del a=-0,0014683 texp< 1 tab
intercepto Sa= 0,005335 No hay razén suficiente para
texp=0,2752 rechazar la hipotesis nula a=0
Existe una probabilidad elevada
(99%) que la recta pase por el
origen de coordenadas.
Limites de Los limites del término
confianza del azt Sa independiente se encuentran

ttab=5,959 para P=0,001

entre -0,033 y 0,030 incluyen el
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término

independiente

L.l.=-0,00147 +0,0318=
0,030

L.S.=-0,00147 - 0,0318=

cero, se cumple la condicién de
proporcionalidad, el método

analitico no muestra un sesgo

- 0,033 significativo.
Grafico de Se observa una nube de puntos
residuales Ver Anexo 3 en direccion horizontal y con

anchura constante.

Los resultados muestran un buen ajuste al modelo lineal de la curva de

calibracién en el intervalo de trabajo comprendido entre 0,1 a 1,0 pg de Fe/mL.

3.1.2 Precisién

3.1.2.1 Precision por repetibilidad

Se realiz6 la comprobacion de errores burdos a los datos experimentales

obtenidos aplicando la décima de Grubbs (ver Anexo 5). Resultados obtenidos

en el experimento de repetibilidad y reproducibilidad intermedia (ver Anexo 8).

Tabla 4: Resultados de los analisis de repetibilidad

Muestras

Sr

RSDr (%)

Comparacioén con

criterio de aceptacién

Leche entera en

polvo fortificada

0,927

1,33

1,33<5,3%
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Harina de Trigo

fortificada

0,975

1,02

1,02<5,3%

3.1.2.2 Precisioén por reproducibilidad intermedia

Se realiz6 la comprobacion de errores burdos a los datos experimentales

obtenidos aplicando la décima de Grubbs (ver Anexo 6).

Tabla 5: Resultados de reproducibilidad intermedia

Comparacioén con

Muestras Sr RSDr (%)
criterio de aceptacién
Leche entera en
polvo fortificada 2129 3.14 3.14< 8 %
Harina de Trigo
fortificada 2,773 3,03 3.03<8 %

3.1.3 Veracidad

Se realizé la comprobacién de errores burdos a los datos experimentales

obtenidos aplicando la décima de Grubbs (ver Anexo 7).




Tabla 6: Resultados de veracidad para muestras de leche entera en polvo

fortificada.
Método media S Prueba F Prueba't
(g de Fe/kq)
Fexp = 0,799 texp = 0,57
Espectroscopia 66,77 0,717 F tab = 3,18 t tab = 2,085
UV-VIS para P= 0,05 para P= 0,05
S tal
caceplaia texp<t tab
hipétesis nula
El método
de igualdad
Espectroscopia 66,21 0,802 analitico tiene la

Absorcion

Atémica

de varianzas

exactitud

requerida

Tabla 7: Resultados de veracidad para muestras de harina de trigo fortificada.

Método

media

(mg de

FeSOu/kg)

Prueba F

Pruebat
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Espectroscopia 96,17 1,902 Fexp= 0,735 texp = 0,026
V-VI
v S F tab = 3,18 para | ttab = 2,085
P=
0,05 para P=0,05
texp< t tab
Espectroscopia 96,10 2,216 Se acepta la El método
Absorcion hipotesis nula de analitico
Atdmica igualdad de tiene la
varianzas exactitud
requerida

3.2 Estimacion de la incertidumbre usando estudios de validacién intra-

laboratorio

a) Estimacion de la incertidumbre en la determinacién de hierro total en leches
enteras en polvo fortificadas mediante el método de espectrofotometria UV-VIS.

Tabla 8: Contribuciones a la incertidumbre de la medicioén.

Desviacion estandar del experimento de

precision intermedia Sr=5,12 g de Fe/Kg

Desviacion estandar asociada a la

diferencia entre métodos S=0,802 g de Fe/Kg
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Otras fuentes

No homogeneidad

S=0,549 g de Fe/Kg

(ver Anexo 10)

Variabilidad de la | No se considera esta fuente pues

matriz esta estimacion es solo aplicable

a leche en polvo entera fortificada

Incertidumbre combinada:

n
We(y) = u? (Sproa) + 53+ ) CF u? (X)
i=1

Uc= 2,276 g de hierro /Kg de leche entera en polvo fortificada

Incertidumbre expandida:

U=K *Uuc

U= 4,55 g de hierro/kg de leche entera en polvo fortificada, para K=2 con un nivel

de confianza del 95 %

b) Estimacion de la incertidumbre en la determinacion de hierro total en harina de

trigo fortificada mediante el método de espectrometria UV-Vis.

Tabla 9: Contribuciones a la incertidumbre de la medicién

Harina de Trigo

Desviacion estandar
del experimento de

precision intermedia

Sr= 3,29
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Desviacion estandar
asociada a la S=2,21

diferencia entre

métodos
Otras fuentes No homogeneidad S=0,491 g de Fe/Kg
(ver Anexo 10)
Variabilidad de la No se considera esta fuente
matriz pues esta estimacion es solo

aplicable a leche en polvo

entera fortificada

Incertidumbre combinada:
n
We(y) = u? (Sproa) + S+ ) CF u? (X)
i=1

uc= 3,96 g de sulfato de hierro /kg harina de trigo fortificada
Incertidumbre expandida:
U=K *uc

U= 7,92 g de sulfato de hierro /kg harina de trigo fortificada, para K=2 con un nivel

de confianza del 95 %
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Conclusiones

1-

Se disefid un método de ensayo para la evaluacion de la calidad de leche
entera en polvo y harina de trigo fortificadas basado en el método de 1,10-
fenantrolina (orto-fenantrolina), que reacciona con el Fe?* para formar una
entidad de coordinacion de color rojo-naranja medida a una longitud de
onda de 510 nm por espectrofotometria UV-Vis.

Se efectud una verificacion del método disefiado por ser reconocido en
varias normas internacionales, cuyos resultados mostraron que en las
matrices leche entera en polvo y harina de trigo fortificadas con hierro
cumplen con el protocolo de verificacion definido.

Se estimé la incertidumbre expandida de los resultados en los rangos de
trabajo para K=2 con un nivel de confianza del 95 % para la leche entera
en polvo fortificada y la harina de trigo fortificada, que seran usados en la

expresion de los resultados en el andlisis de rutina.
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Recomendaciones

1. Continuar el estudio de validacion del método mediante la evaluacion de
otras caracteristicas de desempefio como la robustez y selectividad.

2. Evaluar la calidad del proceso de fortificacion en las producciones de leche
entera en polvo fortificada y harina de trigo fortificada mediante la
aplicacion de esta metodologia analitica.

3. Este método de ensayo puede ser extendido a otros laboratorios analiticos
dedicados al analisis de alimentos.

4. Latécnica analitica implementada puede ser extendida al andlisis de otras

matrices de alimentos, previa verificacion.
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Anexo 1

Tabla 10: Curva de calibracion.

Anexos

Volumen de la

Concentracion

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

solucién de de hierro en la
trabajo de solucion de Réplica 1 Réplica 2 promedio
hierro de comparacion
0,005mg/mL para
fotometria
mL pg/mL UA UA UA
0 0 0 0 0
1,0 0,1 0,063 0,059 0,061
2,0 0,2 0,13 0,1 0,115
3,0 0,3 0,156 0,158 0,157
4,0 0,4 0,205 0,205 0,205
5,0 0,5 0,281 0,282 0,282
8,0 0,8 0,436 0,434 0,435
10,0 1 0,555 0,566 0,561
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Anexo 2

absorbancia

Curva de calibracion del hierro

y =0,554x-0,0015
R2=0,9979

0,2 0,4 0,6 0,8

concentracién pg/ mL

Figura 2: Curva de calibracion del hierro

Anexo 3

0,01
0,005
0
-0,005
-0,01
-0,015
-0,02

Residuos

Grafico de los residuales

1 ‘ ) )

0,2 0,4 0,6 0,8

Variable X 1

1,2

Figura 3: Gréfico de residuales
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Anexo 4

Tabla 11: Datos estadisticos de linealidad.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacidn multiple 0,998983646
Coeficiente de determinacién R"2 0,997968324
RA2 ajustado 0,997629712
Error tipico 0,009282593
Observaciones 8
Andlisis de
Varianza
Valor
Grados de Sumade Promedio de los critico de
libertad cuadrados cuadrados F F
2947,22
Regresion 1 0,25395238 0,25395238 723 2,6227E-09
Residuos 6 0,000517 8,6167E-05
Total 7 0,25446938
Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad 95,0% 95,0%
Intercepcién -0,001468326 0,005335 -0,27522495  0,79237578 -0,01452261 0,01158595
Variable X 1 0,553559578 0,01019665 54,288371 2,6227E-09 0,52860927 0,57850988
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Anexo 5

Tabla 12: Prueba de Grubbs para los items obtenidos en el experimento de

precision por repetibilidad.

Experimento Estadigrafos Valor Valor Aceptacion
de parala critico 1% | critico5% | o rechazo
repetibilidad décimade para n=6 para n=6
Grubbs
Gmin= 1,880 Estadigrafos
leche entera en menores a
polvo Gmax= 0,626 1,973 1,887 los valores
fortificada critico,
items
correctos
Gmin=1,50 Estadigrafos
Gmax= 1,33 menores a
harina de trigo 1,973 1,887 los valores
fortificada critico,
items
correctos
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Anexo 6

Tabla 13: Prueba de Grubbs para los items obtenidos en el experimento de

precision por reproducibilidad intermedia.

Experimento de | Estadigrafos Valor Valor Aceptacion
reproducibilidad parala critico 1% | critico5% | o rechazo
intermedia décimade paran=27 | paran=27
Grubbs
Gmin= 1,45 Estadigrafos
menores a
leche entera en Gmax=1,11 3,13 2,82 los valores
polvo fortificada critico,
items
correctos
Gmin= 1,15 Estadigrafos
Gmax= 1,84 menores a
harina de trigo 3,13 2,82 los valores
fortificada critico,
items
correctos
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Anexo 7

Tabla 14: Prueba de Grubbs para los items obtenidos en el experimento de

veracidad.
Método | Experimento | Estadigrafos | Valor Valor | Aceptacion
de parala critico | critico | orechazo
veracidad décima de 1% 5%
Grubbs para para
n=10 n=10
Absorcion Gmin= 1,89 Estadigrafos
Atémica Leche en Gmax= 0,47 menores a
Ultravioleta polvo Gmin=1,03 2,482 2,290 los valores
Visible fortificada | Gmax=10,25 critico,
items
correctos
Absorcién Gmin= 0,55 Estadigrafos
Atomica Harinade | Gmax=2,23 2,482 2,290 menores a
Ultravioleta trigo Gmin= 1,53 los valores
Visible fortificada | Gmax= 1,37 critico,
items
correctos
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Anexo 8

Tabla 15: Datos de la reproducibilidad intermedia para muestras de leche entera

en polvo fortificada.

Absorbancia c (Fe) c (Fe)
(Mg/mL) | (mg/kg)
0,301 0,560 69,98
0,302 0,562 70,21
Equipo 1 0,298 0,554 69,28
0,292 0,543 67,89
Analista 1 0,302 0,562 70,21
0,302 0,562 70,21
0,134 0,560 70,01
blal Equipo 2 0,128 0,535 66,88
0,129 0,539 67,40
0,289 0,538 67,19
Equipo 1 0,301 0,560 69,98
0,302 0,562 70,21
Analista 2 0,126 0,527 65,83
Equipo 2 0,125 0,523 65,31
0,124 0,518 64,79
0,288 0,536 66,96
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Equipo 1 0,302 0,562 70,21

Analista 1 0,280 0,521 65,10
0,124 0,518 64,79

Dia 2 Equipo 2 0,126 0,518 64,75
0,128 0,535 66,88

0,229 0,556 69,51

Equipo 1 0,302 0,562 70,21

0,301 0.560 69,98

Analista 2 0,126 0,527 65,83
0,125 0,523 65,13

Equipo 2 0,128 0,535 66,88

Tabla 16: Datos de reproducibilidad intermedia para muestras de harina de trigo

fortificada.

Absorbancia c (Fe) c (FeS0a)

(Mg/mL) | (mg/kg)

0,372 0,692 93,75
0,375 0,698 94,51

Equipo 1 0,377 0,701 95,01

0,380 0,707 95,77

Analista 1 0,376 0,699 94,76
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0,383 0,712 96,52
0,163 0,681 92,32

Dia 1 0,161 0,673 91,18
Equipo 2 0,163 0,681 92,32

0,350 0,651 88,21

Equipo 1 0,348 0,647 87,70

0,349 0,649 87,95

Analista 2 0,162 0,677 91,75

Equipo 2 0,161 0,673 91,18

0,163 0,681 92,32

0,349 0,649 87,95

Equipo 1 0,348 0,647 87,70

Analista 1 0,349 0,649 87,95

0,162 0,677 91,75

Dia 2 Equipo 2 0,164 0,686 92,88
0,163 0,681 92,32

0,350 0,651 88,21

Equipo 1 0,349 0,649 87,95

0,350 0,651 88,21

Analista 2 0,164 0,686 91,88

0,163 0,681 92,32

Equipo 2 0,163 0,681 92,32
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Anexo 9

Tabla 17: Datos de veracidad para muestras de leche entera en polvo fortificada.

Espectroscopia UV-Vis Espectroscopia Absorcion Atémica
Absorbancia c (Fe) c (Fe) | Absorbancia c (Fe) c(Fe)
(Mg/mL) | (mg/kg) (Mg/mL) (mg/kg)
0,286 0,532 66,50 0,035 0,533 66,59
0,288 0,536 66,96 0,035 0,033 66,59
0,287 0,534 66,73 0,034 0,0517 64,69
0,288 0,536 66,96 0,035 0,0533 66,59
0,295 0,549 68,59 0,035 0,0533 66,59
0,285 0,530 66,26 0,035 0,0533 66,59
0,288 0,536 66,96 0,035 0,0533 66,59
0,286 0,532 66,50 0,035 0,0533 66,59
0,285 0,530 66,26 0,034 0,0517 64,69
0,284 0,528 66,03 0,035 0,0533 66,59
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Tabla 18: Datos de veracidad para muestras de harina de trigo fortificada.

Espectroscopia UV-Vis

Espectroscopia Absorcion Atomica

Absorbancia c (Fe) c(FeSO4) | Absorbancia c(Fe) c (FeS0a)

(Mg/mL) | (mg/kg) (Mg/mL) | (mg/kg)
0,392 0,729 98,79 0,048 0,730 98,99
0,385 0,716 97,03 0,047 0,715 96,92
0,377 0,701 95,01 0,046 0,700 94,86
0,379 0,704 95,51 0,046 0,700 94,86
0,388 0,721 97,78 0,046 0,700 94,86
0,389 0,723 98,03 0,046 0,700 94,86
0,387 0,719 97,53 0,046 0,700 94,86
0,373 0,693 94,00 0,046 0,700 94,86
0,370 0,688 93,25 0,046 0,700 94,86

0,376 0,699 94,76 0,049 0,745 101,053
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Anexo 10

Tabla 19: Estudio de homogeneidad de las muestras

Leche enteraen Harina de trigo
polvo fortificada fortificada
c(Fe) (mg/kg) c(FeS04) (mg/kg)

66,96 88,34
66,20 88,78
66,60 89,34
66,60 89,76
66,32 88,85
66,88 88,90
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