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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad validar el método de proteina total en
productos alimenticios como: chifles (rango bajo), pan de almidon (rango medio) y
chorizos (rango alto). Se realiz6 un diagnostico situacional en el area fisicoquimica del
laboratorio mediante una lista de verificacion segun la norma INEN-ISO 17025 para
verificar si cumple en el desarrollo de andlisis con respeto a la normativa,
posteriormente se plantearon los objetivos de validacion que se deben cumplir previo
a la validacion, se realizaron los andlisis de proteina ejecutando 200 analisis
incluyendo los blancos durante 5 dias corridos, con respecto a la cuantificacion de
proteina se recolectaron los datos de los tres rangos establecidos que comprende del
0,82% a 1,34%; 6,05% a 6,54% y 11,41% a 12,98% para las matrices antes
mencionadas, mediante el analisis de varianza se midi6 la homogeneidad de las
muestras de cada matriz entre y dentro de grupos en base a los limites de repetibilidad
y reproducibilidad, debido a que el F calculado de cada matriz es menor al valor critico
para F cuyo valor es de 2,12402. Por otra parte, se calculé un efecto matriz mediante
la prueba t student para medir la probabilidad que existe entre matrices dando como
resultado que si existe similitud entre cada una de ellas. Finalmente, se efectud la
incertidumbre mediante un diagrama de Ishikawa donde se plantearon todas las
aportaciones inherentes al método de cada matriz, dando un resultado inferior al

objetivo de validacion el cual debe ser menor o igual a 25%.

Palabras clave: validacion, método Kjeldahl, incertidumbre, objetivos de validacion,

efecto matriz.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to validate the total protein method in food products
such as: chifles (low range), starch bread (medium range) and chorizos (high range).
A situational diagnosis was made in the physicochemical area of the laboratory by
means of a checklist according to INEN-ISO 17025 standard to verify if it complies in
the development of analysis with respect to the regulations, then the validation
objectives that must be met prior to validation were raised, the protein analysis was
performed by executing 200 analyses including blanks during 5 running days, with
respect to the quantification of protein data were collected from the three established
ranges ranging from 0.82% to 1.34%; 6.05% to 6.54% and 11.41% to 12.98% for the
aforementioned matrices. By means of the analysis of variance, the homogeneity of the
samples of each matrix between and within groups was measured based on the
repeatability and reproducibility limits, since the F calculated for each matrix is less than
the critical value for F, whose value is 2.12402. On the other hand, a matrix effect was
calculated by means of the t student test to measure the probability that exists between
matrices, giving as a result that there is similarity between each one of them. Finally,
the uncertainty was determined by means of an Ishikawa diagram where all the
contributions inherent to the method of each matrix were considered, giving a result

lower than the validation objective, which must be less than or equal to 25%.

Key Words: validation, Kjeldahl method, uncertainty, validation objectives, matrix
effect.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1 PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Los laboratorios acreditados son organizaciones reconocidas que brindan mediciones,
calibraciones, ensayos e inspecciones confiables y técnicamente competentes,
legalmente validas a nivel nacional e internacional, para esto deben contar con la
implementacion de la norma NTE INEN-ISO 17025/IEC (Pimentel y Zevallos, 2018).

En la provincia de Manabi se encuentra el Centro de Servicios para el Control de
Calidad (CESECCA), laboratorio acreditado que ofrece servicios de analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos en agua, harinas y productos del mar al sector publico
y privado, esta regulado por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriana (SAE) bajo la
norma NTE INEN-ISO 17025/IEC.

Actualmente este laboratorio ve la necesidad de extender los analisis en nuevas
matrices para proporcionar un servicio completo a la comunidad, en especial a
pequefios emprendimientos que inician en la comercializacion y exportacion de
productos distintos a la pesca como chifles, pan de almidén y chorizos, y que al no
contar con un laboratorio que trabaje con las matrices indicadas deben enviar muestras
para andlisis a provincias cercanas, dificultando la gestién de estas empresas. Entre
los principales andlisis requeridos se encuentra el de proteina por el método Kjeldahl.

Es por ello que el presente trabajo tiene como obijetivo validar el método Kjeldahl para
proteina total bajo la norma NTE INEN-ISO 17025/IEC en las matrices: chifles, pan de
almiddn y chorizos en el laboratorio CESECCA. Acorde a los antecedentes indicados

se plantea la siguiente pregunta:

¢, Seréa posible ampliar el método Kjeldahl para determinar proteina total en matrices
como chifles, pan de almidén y chorizo en el laboratorio CESECCA de la Universidad

Laica Eloy Alfaro de Manabi?
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1.2 JUSTIFICACION

El Servicio de Acreditacion Ecuatoriana (SAE), es el organismo que valida los
laboratorios en Ecuador por un tiempo de 5 afios, hasta su renovacién. Hoy en dia
existen mas de 170 laboratorios acreditados en el pais, en diversos campos como

calibracion, ensayos e inspecciones.

En Manabi, nuevas empresas de alimentos y en especiales de aquellos no
convencionales necesitan el apoyo de un laboratorio acreditado que asegure
resultados exactos y precisos, permitiendo con ello llevar a cabo procesos de

constitucion legal a nivel nacional, asi como de exportacion.

Por lo cual la implementacién de un método validado para matrices como chifles, pan
de almidén y chorizos se justifica debido al crecimiento de industrias en este sector,
cuyas ventas han pasado de ser locales a nacionales y en ocasiones a nivel
internacional, dando lugar a un incremento de la produccién que requiere un analisis
de un mayor niumero de muestras que actualmente no pueden ser procesadas en la
provincia, se espera ademas, que mas empresas de los sectores indicados extiendan
sus ventas incrementando aun mas la necesidad de contar con un método Kjeldahl

validado.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Validar el método de proteina total (Kjeldahl) en los productos alimenticios: chifles, pan

de almidén y chorizos, en el laboratorio CESECCA de la ciudad de Manta.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar un diagnostico situacional dentro del laboratorio CESECCA para el
cumplimiento de los requisitos bajo la norma NTE INEN ISO 17025/2018 para

la ampliacién de matrices establecidas.
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e Analizar el contenido de proteina total en las matrices establecidas para la
validacion de resultados segun los procedimientos especificos desarrollados
mediante la norma NTE INEN-ISO 17025/IEC.

e Verificar mediante analisis estadistico el comportamiento de los resultados e
incertidumbre del método para el cumplimiento y aseguramiento de la validez

de los resultados.

1.4 |IDEA A DEFENDER

La ampliacion del método Kjeldahl para determinar proteina total en matrices como
chifles, pan de almidon y chorizos garantizara la validez de los resultados para la
obtencion de la acreditacion en el laboratorio CESECCA de la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 PROTEINAS

Son moléculas complejas esenciales para la estructura y funcion celular, se forman a
partir de la union de aminoécidos agrupados en largas cadenas que se mantienen

estables por enlaces peptidicos (Zenteno, 2019).

Una proteina dietética es aquella que es digerible, no téxica, y sensiblemente
aceptable, un factor importante es su efecto sobre las propiedades fisicas-quimicas y
tecnologicas de los alimentos, ademas del valor nutricional que aportan (Zumbado,
2020).

2.2 FUNCIONES DE LAS PROTEINAS

Realizan innumerables funciones en el organismo, son los principales componentes
estructurales de las células y tejidos, para su correcto funcionamiento, donde forman,
reparan y mantienen los tejidos, ya sean funciones estructurales, enzimaticas, de
transporte o de movimiento, también realizan funciones metabdlicas activas como la
funcion homeostatica, hormonal, o funcién inmunolégica, el crecimiento, regeneracion
y mantenimiento del organismo dependen de las funciones de las proteinas (Cardona,
2020).

2.3 CONTENIDO DE NITROGENO

Vilches, Garcia y Raigén (2018) mencionan que el contenido en proteinas esta
determinado por el contenido de nitrégeno total, para la determinacion del contenido
de nitrogeno a diferentes tipos de muestras como en alimentos, bebidas, fertilizantes,
piensos, etc., se lo realiza por el método Kjeldahl, el cual esta dividido en tres fases:
en la primer etapa tenemos la digestion, la cual consiste en romper los enlaces de
nitrogeno, para asi convertir todo el nitrdgeno organico en iones de amonio, la segunda
etapa, corresponde a la destilacion, el nitrégeno se desprende en forma de amoniaco

y este es recogido sobre un exceso conocido de acido clorhidrico o sulfurico patrén o
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sobre una disolucion de acido borico, esto influye para llevar a cabo la siguiente etapa
de valoracion, con un acido, como solucidon absorbente, estas variantes se evalluan de

acuerdo con los estandares internacionales (Lopez et al., 2023).

2.4 METODO KJELDAHL

Este método determina el contenido de nitrdgeno y a partir de este se estima el
porcentaje de proteina de una muestra en estudio. EI método tiene en cuenta tres fases

fundamentales: digestion, destilacion y titulacion (Zenteno, 2019).

A continuacién, se describen los fundamentos de cada una de las etapas:

2.4.1 DIGESTION

Proain Tecnologia Agricola, (2020) sostiene que la muestra en estudio es
homogeneizada y pesada para ser colocada en un tubo de digestion Kjeldahl al cual
se le adiciona acido sulfurico (H2SOa4) concentrado y un catalizador (K2SO4 + CuSO4 +
Se) para acelerar la reaccion. La mezcla preparada es colocada en el blogue digestor,
a una temperatura entre 350°C y 420°C, en este proceso de calentamiento se oxida el
carbono de la muestra, el diéxido de carbono se desprende y el nitrogeno es
transformado en sulfato de amonio ((NH4)2S0a4), transformando la muestra oscura (por
el proceso de digestion) en una solucién translicida, normalmente color verde

esmeralda, finalizando el proceso de digestion.
2.4.2 DESTILACION

Este proceso tiene el proposito de neutralizar y separar por destilacion el amoniaco
(NH3) de la solucion de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) generada en el proceso anterior
(digestion). Para este proceso se neutraliza, adicionando agua destilada e Hidroxido
de sodio (NaOH) (que transforma el amonio (NH4) en amoniaco (NHs), en el tubo de
digestion, posteriormente se continda con la destilacion, en donde el amoniaco

separado (NHs) es recibido en un matraz con acido boérico (HsBO3s) que contiene el
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indicador. El proceso culmina al producirse el viraje del indicador al reaccionar el

amoniaco generado (NHs) con el exceso de acido boérico (HsBO3s) (Admin, 2022).
2.4.3 VALORACION

En esta etapa el acido clorhidrico es colocado en una bureta para la valoracion hasta
alcanzar el punto de cambio del destilado, de verde a morado, de acuerdo al indicador.
Si se observa este color, la titulacion ha finalizado, quedando Unicamente la realizacion

de los calculos (Rua, s.f).

2.5 CATALIZADOR METALICO UTILIZADO

2.5.1 CATALIZADOR DE KJELDAHL (SULFATO DE COBRE Y SELENIO)

Saez, Garcia y Martin (2019) indican que favorecen en la etapa de digestion de las
muestras, ya que acelera la oxidacion y completa la digestion, lo que da como
resultado una determinacion uniforme de nitrégeno. Por otra parte, Garcia et al., (2013)
mencionan que estos catalizadores suelen estar incorporados por diferentes
componentes como: cobre, 6xido de titanio y éxido de selenio, el selenio y cobre son
los catalizadores elegidos, pero de manera usual se emplea como catalizador una

mezcla de sulfato de potasio (K2S0Oa4): Sulfato de Cobre (CuSOQa): Selenio (Se).

2.6 REACTIVOS

2.6.1 ACIDO SULFURICO

Es un acido inorganico fuerte, con un aspecto viscoso incoloro, también conocido como
sulfato de hidrégeno (H2SO4), es oxidante, altamente corrosivo, abrasivo,
deshidratante y puede dafiar seriamente el tejido humano al tener contacto y sufrir
irritaciones nasales al exponerse a grandes cantidades, al tener contacto con el agua,
este provoca una reaccion altamente exotérmica, la cual puede causar explosiones,
es utilizado para la descomposicion de compuestos que contienen nitrégeno, para el
control de calidad de diferentes tipos de productos, es uno de los 20 productos

guimicos mas importantes en la industria quimica (Vanegas, 2020).
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2.6.2 HIDROXIDO DE SODIO

El (NaOH), con una fisonomia solida inodora de color blanco cristalino, es producido
por el proceso cloro-alcali y emite gases nocivos al medio ambiente, es un quimico
altamente soluble en presencia de agua, el cual aumenta su temperatura, libera calor
y sube su concentracion, pueden reaccionar de forma muy violenta o incluso explosiva
con ciertos compuestos organicos o minerales como: acidos fuertes, hidroquinona,
cloroformo, fésforo, cetonas, acido clorhidrico y anhidridos, ya que es una base fuerte
gue todavia es conocida como soda caustica, es utilizado para liberar el amoniaco
dentro del proceso de determinacion de nitrogeno total, para diferentes tipos de
productos alimenticios, es un compuesto muy importante en el ambiente quimico y en

la produccién industrial (Auxcense, 2020).

2.6.3 ACIDO BORICO

El (HsBOs3) es un compuesto blanco, inodoro y soluble en agua, tiene propiedades
inusuales y una amplia variedad de aplicaciones que lo convierten en un compuesto

muy valioso en varios campos (Pharmacius, 2021).

2.6.4 ACIDO CLORHIDRICO

El (HCI) es un liquido amarillento y humeante con un fuerte olor caracteristico. Su
concentracion es de aproximadamente 32% en el ambito industrial y 37% en los

laboratorios (Unipar, 2022).

2.7 INDICADORES

2.7.1 ROJO METILO

Es un compuesto utilizado como indicador acido-base en determinaciones analiticas,
posee un rango de transicion de pH 4,5 — 6,2; este indicador permite determinar los

cambios producidos en una reaccién (Baena, 2020).
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2.7.2 VERDE BROMOCRESOL

Se usa con frecuencia como indicador de cambio de color, actda en un rango de pH

especifico (3.8 a 5.4), es apropiado para sus multiples usos (Parada, 2021).

2.8 NORMA NTE INEN ISO 17025/IEC

La norma INEN ISO 17025 constituye la base técnico-metodolégica para la
acreditacion de los laboratorios, entre ellos los que realizan analisis fisicoquimicos y
microbiologicos, por la importancia y alcance de esta norma internacional, es
imprescindible contar con laboratorios acreditados, fortaleciendo asi la economia local.
La calibraciéon de los instrumentos de medicion son la base objetiva e indispensable

en el proceso de evaluacion de la conformidad de un servicio (Vasquez, 2020).

2.9 VALIDACION

Existen varias definiciones de validacion, de las cuales mencionaremos tres:

1) Segun la guia de validacion de la OAE: “Validacién es la confirmacion mediante
el suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos del
método para una utilizacion o aplicacidn especifica prevista” (Servicio de
Acreditacion Ecuatoriano [SAE], 2022).

2) Citada por la norma ISO 17025: “La validacion es la confirmacion, a través del
examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos
particulares para un uso especifico previsto” (Organizacién Internacional de
Normalizacion [ISO], 2005).

3) De acuerdo al manual del EURACHEM: “La validacion de un método es el
proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el método en
cuestién tiene capacidades de desempefio consistentes con las que requiere la
aplicacion” (Eurachem, 2005).

Usando estas tres definiciones anteriores, podemos concluir que el propadsito de la
validacion es confirmar que un método es adecuado para lograr el propdsito para el

cual fue disefiado.
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Buenas Practicas para Laboratorios Nacionales de Control Farmacéutico [BPLNCF],
(2002) menciona que la validacion de un método analitico, involucra un procedimiento
gue sobrelleva estudios de laboratorio, para conseguir una base de datos, el cual
evidencian estadisticamente que el método tiene criterios de desempefio (exactitud,
precision [repetibilidad y reproducibilidad], limite de deteccién, limite de cuantificacion,
rango o intervalo de trabajo e incertidumbre) ideales para cumplir con los requisitos de

las aplicaciones analiticas proyectadas.

2.9.1 EXACTITUD

Indica la proximidad de un resultado al valor verdadero. La validacion del método
examina la exactitud probable de los resultados evaluando los efectos sistematicos y
aleatorios sobre estos Eurachem (2005). De acuerdo a la SAE (2022) la exactitud es
el grado de concordancia existente entre el resultado del ensayo y el valor aceptado

como referencia.

2.9.2 PRECISION

Es una medida de qué tan cerca estan los resultados unos de otros, usualmente se
expresan como medidas de desviacién estandar, calculada a partir de los resultados
obtenidos por Eurachem (2005). Es el grado de concordancia entre los resultados de
muestras individuales de muestras homogéneas, debe evaluarse dentro de los rangos
cuantitativos especificados en el método, que reflejan la variabilidad de la aplicacion

del método en diferentes condiciones (Lépez, 2020).
La precision se divide en dos parametros: repetibilidad y reproducibilidad.

29.21 REPETIBILIDAD

Observa la variabilidad metodologica a través de una serie de analisis de la misma
muestra, en diferentes condiciones de trabajo, implica el mismo procedimiento de
medicion, el mismo observador, el mismo analista, el mismo lugar, con los mismos

equipos y reactivos, repetido por un corto de tiempo (Bustamante, 2022).



26

2.9.2.2 REPRODUCIBILIDAD

Analiza la variabilidad de los métodos de investigacion en diferentes condiciones
operativas, utilizando diferentes equipos, empleando igual método, pero ejecutados en
diferentes momentos por diferentes analistas y en diferentes laboratorios (Bustamante,
2022).

2.9.3 LIMITE DE DETECCION

Se define como la cantidad o concentracion minima de un analito que se puede
detectar de forma fiable mediante un método analitico determinado, pero no puede
cuantificarse, el limite de deteccion seria la concentracion de valor minimo obtenido al
medir una muestra a la presencia del analito que podriamos distinguir de la

concentracion obtenida de la muestra de ausencia de analito (Bustamante, 2022).

2.9.4 LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la cantidad menor con incertidumbre asociada que se puede cuantificar para un
nivel de confianza determinado Mamani (2020). La concentracién mas baja del analito
gue se puede determinar con un nivel de precisién de repetibilidad y veracidad, con
una exactitud razonable en las condiciones de prueba especificadas (Eurachem,
2005).

2.9.5 RANGO O INTERVALO DE TRABAJO

Esta determinado por la concentracion mas bajay mas alta en la que se puede analizar
una matriz en donde se ha demostrado precision y exactitud Eurachem (2005). Asi
mismo, Cabrera (2021) establece que es el intervalo en donde el método da resultados
con buena precision y exactitud e incertidumbre aceptable. En el transcurso de la
validacion del método, se debe evaluar el rango de trabajo establecido dentro del
procedimiento documentado sobre el cual el método produce una respuesta lineal a la

concentracion.
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2.9.6 INCERTIDUMBRE

La incertidumbre de la medicidén es un parametro que expresa el intervalo de posibles
valores en funcién del resultado de la medicion. Todos los efectos reconocidos que
afectan el resultado se tienen en cuenta en la estimacion de la incertidumbre de
medicion; la incertidumbre asociada con cada efecto es combinadas de acuerdo a
procedimientos bien establecidos, es decir la incertidumbre del método se calcula
estimando los errores que ocurren en las diferentes etapas del andlisis (Eurachem,
2005).

2.9.7 BLANCOS

El analisis de un blanco es esencial para un buen programa de control o garantia de
calidad de un laboratorio, permiten detectar errores del sistema, que luego pueden
eliminar o reducir su impacto en los resultados de las pruebas. Un ensayo en blanco
es simplemente una muestra que no contiene el analito de interés (valor medido), o un
ensayo sin muestra, es decir, todos los pasos del procedimiento se realizan utilizando
anicamente reactivos Delgado (2019), cuyo valor obtenido debe ser restado del valor
de la muestra con analito, reduciendo asi los valores considerados como ruido del

método.

2.9.8 RECUPERACION

Bustamante (2022) expresa que es la relacién entre la cantidad del analito a medir y
la cantidad de la muestra, la cantidad del analito a medir se determina con la cantidad
total original como valor estandar, por otra parte, Eurachem (2005), indica que la
recuperacion de muestras o matrices en blanco suele ser mejor que la de las muestras

convencionales con una uniéon de analitos mas fuertes.
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2.10 REQUISITOS DE LA VALIDACION

Eurachem, (2005) menciona que existen ciertos requisitos de personal y equipo de
trabajo para la validacién de métodos, entre estos:

e El equipo requerido para la validacion debe estar funcional y calibrado.

e El personal debe ser técnicamente competente en las areas requeridas.

2.11 IMPORTANCIA DE LA VALIDACION DE UN METODO

Las validaciones de métodos analiticos son de gran importancia debido a su alto grado
de seguridad, para la obtencion de resultados precisos y veraces, dentro de las
especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos, la comunidad
analitica ha determinado las principales especificaciones y requisitos de un laboratorio
por medio de la norma ISO/IEC 17025, es decir esta es la guia que se debe cumplir
para validar y posteriormente, acreditar un método analitico, ya que un método
validado otorga un caracter legal a nivel internacional de los resultados obtenidos
Bustamante (2022).

2.12 OBJETIVOS DE VALIDACION

Match (s.f) cita que esté disefiado para demostrar la capacidad de facilitar, de manera
continua y repetible un producto consistente que cumpla con las especificaciones de
calidad, ademas para Manzanera (2019) los objetivos de validacion, se distribuyen en
dos rangos sencillos, los cuales son, objetivos de trabajo y sus procesos proyectados
para lograrlos y estos objetivos suelen estar sujetos a métodos de control de calidad
qgue se definiran en el plan de gestion correspondiente, el papel de la validacion es
revisar el plan de manejo para asegurar que se hayan establecido los estandares
apropiados y verificar que se hayan implementado los resultados del control de

calidad.
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2.13 MATRICES A EVALUAR

2.13.1 CHIFLES

Segun Mora, (2020) es un snack elaborado a base de platanos verdes fritos en aceite
vegetal, que pasan por un proceso de seleccion hasta convertirlos en tajadas o chips,
de caracter crocante, en el que se afiaden sal y son empacados en polimeros de grado
alimentario. Entre las propiedades nutricionales mas importantes del platano se
encuentran las vitaminas, los carbohidratos, la fibra, el almidén y el potasio, que son
fuente de nutrientes necesarios para el funcionamiento del organismo, por otra parte,
en la investigacién realizada por Suastegui (2021) menciona con respecto a la
composicién nutricional del chifle de platano verde, que contiene un 2% de proteinas

y 60% de carbohidratos totales.

2.13.2 PAN DE ALMIDON

Pozo (2020) indica que cuyas propiedades mejoran la textura, agregan viscosidad, y
mantienen resistencia a los procesos, tienen caracteristicas que alargan la vida de los
productos alimenticios, influyen en la absorcion de agua, y en fluidos viscoelasticos de
productos como el pan, pastas, postres, y otros productos que contienen harinas y

almidones los cuales aseguran su calidad.

2.13.3 CHORIZO

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN] 1217, (2013) indica que es un producto
elaborado con carne de animales de abasto, solas o en mezcla, jadicionada de
condimentos y embutidas en tripas naturales o artificiales; puede ser fresco, madurado,
escaldado, ahumado o no. Por otra parte, Pérez et al, (2020) menciona que el chorizo,
es fuente de energia, el cual aporta grandes cantidades de grasas y proteinas a la
dieta, el valor nutricional de este alimento depende de los ingredientes utilizados en su
elaboracion, de acuerdo con Matovelle (2016) este embutido proporciona 21, 18 g de
proteina y 29,30 g de grasa, el alto contenido de proteina en este tipo de alimento

influye en su calidad.



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1 UBICACION

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio del Centro de Servicios para el
Control de Calidad (CESECCA) de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi
(ULEAM), ubicada en la Av. Circunvalacion, Manta-Ecuador, geograficamente
localizado en las siguientes coordenadas: Latitud 0° 57 05" S y longitud 80° 44" 45" W
(Google Earth, 2022).
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Figura 1. Mapa satelital de la ubicacion del Laboratorio CESECCA.

Fuente. (Google Earth, 2022)

3.2 DURACION

La investigacion planteada tuvo una duracion aproximada de nueve meses.
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3.3 METODOS

3.3.1 DESCRIPTIVO

Este método se utilizé para la exposicion narrativa, numérica y grafica, bien detalladas
y exhaustivas de la realidad que se estudia, producida por las observaciones directas
del investigador para describir y establecer datos alcanzados a través de analisis
estadisticos que cumplan y aseguren la validez de los resultados, es una informacion
congruente con los hechos, y la informacion obtenida es consistente con los

requerimientos de la disciplina metodolégica (Abreu, 2014).

Por lo antes expuesto, con este método se describié el procedimiento adecuado para
la determinacion de proteina total en las matrices: chifles, pan de almidén y chorizo,

por medio de la recopilacion de datos cuantificables que se pueden analizar.
3.3.2 BIBLIOGRAFICO

Con este método se obtuvo los conocimientos necesarios mediante articulos
cientificos, libros, revistas y normas técnicas para llevar a cabo el proceso del analisis

de proteina por método Kjeldahl.

3.4 TECNICAS

3.4.1 LISTA DE VERIFICACION (CHECK LIST)

Fue disefiada para la realizacion de actividades repetitivas, que permitié controlar el
cumplimiento de lista de requisitos segun la norma NTE INEN-ISO 17025/IEC, con el

fin de que el operador o inspector no olvide ningun punto importante (ver anexo 1).

3.5 POBLACION Y MUESTRA

En la determinacién de proteina para la ampliacién de matrices (chifles, pan de almidén
y chorizo) por el método Kjeldahl, se desarroll6 en base a tres rangos (bajos, medios

y altos).
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Para la realizacion de este andlisis se utilizé 100 g de muestra para cada una de las
matrices establecidas, con respecto al rango bajo en proteina se trabajé con un snack
de platano de la marca “Chiflazos”, dentro del rango medio se uso6 pan de almidon de
yuca industrializados de la marca “Facundo”, y en lo que respecta al rango alto se
evalué con chorizos de la marca “La Europea”, cabe resaltar que las muestras de cada

una de las matrices proceden de un mismo empaque.

3.6 VARIABLES EN ESTUDIO

El laboratorio CESECCA utiliz6 como indicador de aseguramiento de la validez de los
resultados el uso de materiales de referencias certificados (MRC) entre ellos el FAPAS
por sus siglas en inglés (Food Analysis Performance Assessment Scheme) (Programa
de Evaluacion de Rendimiento en el Analisis de Alimentos) el cual proporciona una
medida de precision y es ampliamente utilizado para validaciones y verificaciones de

meétodos debido a su alto grado de confianza.
3.6.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

e Validacién del ensayo de proteina por el método Kjeldahl.

3.6.2 VARIABLE DEPENDIENTE

e Aseguramiento de la validez de los resultados.

¢ Ampliacién del alcance de matrices de validacion.

3.7 PROCEDIMIENTO

FASE 1: Realizar un diagnadstico situacional dentro del laboratorio CESECCA para el
cumplimiento de los requisitos bajo la norma NTE INEN 17025/2018 para la ampliacion

de matrices establecidas.

e En esta etapa se realizd un diagndstico situacional interno en el laboratorio
CESECCA en el area fisicoquimica, mediante una ficha técnica realizada en

base a los requisitos generales que se deben cumplir dentro del laboratorio
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estipulados por la norma NTE INEN ISO/IEC 17025, version 2006, los cuales
fueron revisados y acondicionados a la nueva version 2018 completando asi el
diagnostico del laboratorio para el desarrollo de las validaciones en las
diferentes matrices (chifles, pan de almiddn, chorizos) establecidas.

e A continuacion, en la tabla 1 se presentan los criterios de evaluacion de la lista
de verificacion SAE, como una de los requisitos importantes que se deben

evaluar dentro de la ficha técnica.

Tabla 1. Criterios de Evaluacion de la lista de verificacion SAE.

Respuesta. CRITERIO
I T 1
SI/NO -
DI Sistematica Definida documentalmente e Implantada eficazmente
DNI Sistematica Definida documentalmente pero No Implantada eficazmente.
NDA Sistematica No Definida documentalmente, pero existen Actuaciones que

pretenden resolver la cuestion

NDNA No se ha Definido sistematica alguna Ni se realizan Actuaciones relativas
a la cuestion
NA No es de Aplicacion en el laboratorio

Fuente. SAE, 2016

Elaborado por: Las autoras

FASE 2. Analizar el contenido de proteina total en las matrices establecidas para la
validacion de resultados segun los procedimientos especificos desarrollados mediante
la norma NTE INEN-ISO 17025/IEC.

e Se utilizd6 un método de analisis validado internacionalmente (Asociacion de
Comunidades Analiticas [AOAC], 2016) para el analisis de proteina total en las
matrices estudiadas.

e Se fijaron los objetivos de validacion que fueron establecidos de acuerdo a las

necesidades analiticas del laboratorio CESECCA, tomando como referencias
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los métodos de la norma NTE INEN ISO 17025/IEC el cual especifica los
requisitos y alcances que deben cumplir los métodos para su validacion.

e A continuacion, en latabla 2 se describen los objetivos de validacion propuestos
para determinar proteina total en las matrices establecidas.

Tabla 2. Objetivos de validacion

Parametro Objetivos de validacion
Selectividad/Especificidad No aplica
Linealidad/Funcion respuesta No aplica

Limite de Deteccion del método 0,1%

Limite de Cuantificacion del método =1 % proteina

Precision (repetibilidad y/o reproducibilidad) Cvr: £10%; CVR: £10%
Incertidumbre %U(K=2) <25%
Exactitud 90%<R<110%

Intervalo de trabajo 1-12% Proteina

Fuente. Laboratorio CESECCA

e Se ejecutaron los blancos para indicar que son las muestras compuestas
Gnicamente por los reactivos que son utilizados para el proceso analitico (ver
anexo 4)

e Una vez establecidos los objetivos de validacién se procedié con el inicio de los
analisis, los cuales se llevaron a la practica por dos analistas diferentes, que
fueron considerados en el laboratorio CESECCA para realizar las validaciones,
efectuando cinco réplicas diarias por cada muestra (150 analisis) incluyendo los
blancos (50 analisis), durante cinco dias seguidos, es decir 200 analisis en la
semana, como se detalla en la tabla 3.

e Se realiz6 la repetibilidad para dar la mas pequefia variacion en los resultados,
este control es una medida de la variabilidad en los resultados cuando una
medicion se lleva a cabo por un solo analista utilizando el mismo equipo en un

corto plazo de tiempo.
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e Asi mismo, se ejecuta la reproducibilidad para dar concordancia de resultados
cuando los andlisis se llevan a cabo en el mismo laboratorio, utilizando
diferentes equipos, empleando igual método, pero ejecutados en diferentes
momentos por diferentes analistas.

e De igual manera se efectla la recuperacion ya que esta permite determinar si
las matrices muestran diferencias significativas en sus resultados o si por el

contrario no difiere.



Tabla 3. Planificacion del desarrollo de los analisis para las matrices establecidas.
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PLANIFICACION DEL DESARROLLO DE LOS ANALISIS

Analista 1 Analista 2
Matrices Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Subtotal
Chifles 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 50 pruebas por
(rango bajo) analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis matriz
Pan de almidon 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 50 pruebas por
(rango medio) analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis analisis matriz
Chorizo 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 50 pruebas por
(rango alto) analisis analisis andlisis andlisis analisis andlisis andlisis andlisis analisis analisis matriz
Blancos 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 50 pruebas por
analisis andlisis analisis analisis andlisis andlisis andlisis andlisis andlisis analisis matriz
Total 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 20 pruebas 200 pruebas
diarios diarios diarios diarios diarios diarios diarios diarios diarios diarios

Fuente. Las autoras
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e A continuacion, en la tabla 4 se detallan los equipos, materiales y reactivos que

se utilizaron en el procedimiento para la determinacion de proteina por el

método Kjeldahl.

Tabla 4. Equipos, materiales y reactivos para la determinacion de proteina.

Equipos Materiales Reactivos

Agua

Espatula
Balanza analitica
Papel libre de nitr6geno

Pastilla Kjeldahl
Equipo Digestor Kjeldahl Tubo de digestion Acido sulfdrico (H2S04)

Carbonato de sodio (Na2COs)

Hidréxido de sodio (NaOH)
Matraz erlenmeyer Acido bérico (HsBO3)

Indicador mixto

(Para titulacion) Bureta, soporte digital Acido clorhidrico (HCI)

Fuente. Las autoras.

e Descripcion del proceso para determinacion de proteina por el método Kjeldahl:

1. Preparacion de los reactivos:

Para el Acido borico al 4% se procedié a pesar 80 g para 2 L de agua
destilada (ver anexo 7-A)

Para el Hidréxido de sodio al 45% se procedi6é a pesar 900 g para cada 2
L de agua destilada (ver anexo 7-B), la solucién se la realizé mientras se

mantenia el recipiente en bafio de agua fria.
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Para el acido clorhidrico al 0.1 N, se procedi6 a pesar 16,6 g para cada 2 L
de agua destilada y luego fue valorada.

Preparacion de la muestra:

En una procesadora se tritur6 el producto hasta que quedd lo méas
homogéneo posible (ver anexo 8)

3. Se verifico la balanza analitica con el uso de pesas calibradas.

Procedimiento para la determinacion de nitrégeno total por el método Kjeldahl:

Digestion:

Se peso la muestra en papel libre nitrogeno (ver anexo 9-A) de 0,9999 a
1,1000 g maximo de muestra (en funcion del contenido de proteina del
producto) y se transfirié a un tubo de vidrio Bichi.

Se afiadid al tubo con muestra una pastilla Kjeldahl (selenio o mezcla de
sulfato de cobre y selenio) (ver anexo 9-B) catalizador que favorece el paso
de digestion.

Se adicion6 15 mL de acido sulfurico concentrado al 95-98% (ver anexo 9-
C).

Posteriormente, se colocaron los tubos de digestion con las muestras en el
equipo Digestor Kjeldahl (ver anexo 9-D) a 350°C durante un tiempo de 30
minutos, adquiriendo un color verde caracteristico al culminar la etapa de

digestion (ver anexo 9-E).

Destilacion:

Seguidamente, se dej6 enfriar la muestra a temperatura ambiente, después
de enfriar se adicionan al tubo de digestion 30 mL de agua destilada en cada
tubo de muestra (ver anexo 9-F)

Se afiadié 75 mL de &cido bérico en un matraz erlenmeyer de 250 ml (ver
anexo 9-G) y 1 cm de indicador mixto (verde de bromocresol y rojo de metilo)
(ver anexo 9-H). Se ubic6 el erlenmeyer en el destilador teniendo la
precaucion de que ésta quede sumergido dentro de la disolucién de acido
borico, posteriormente se coloco el tubo con la muestra en el lado izquierdo

del destilador (ver anexo 9-I)
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e Una vez colocado el tubo de muestra y el erlenmeyer con el &cido borico, se
dosifico 80 mL de hidréxido de sodio (ver anexo 9-J) para alcalinizar
fuertemente el medio y asi desplazar el amoniaco de las sales amonicas. El
amoniaco liberado es arrastrado por el vapor de agua inyectado en el
contenido del tubo durante la destilacion, y se recoge sobre una disolucion
de &cido borico (al 4 % p/v), la destilacion debe prolongarse el tiempo
suficiente, aproximadamente de 5 a 10 minutos (ver anexo 9-K).

» Valoracion:

e El destilado obtenido se lo valora por medio de una volumetria &cido-
base, utilizando una solucion estandarizada de acido clorhidrico (HCI)
0,1N (ver anexo 9-L), y como indicador una disolucion alcohdlica de una
mezcla de rojo de metilo y azul de metileno, hasta que la solucién vire de
rojo naranja a azul violeta (ver anexo 9-M).

e Finalmente, se calcula el porcentaje de proteina aplicando la siguiente

ecuacion:

) .y . (A-B)xN
%Proteina = factor de nitrégeno x factor de proteina — [ 1]

Siendo:

A = Consumo de acido clorhidrico (HCI) empleado en la valoracion de la muestra.
B = Consumo de acido clorhidrico (HCI) empleado en la valoracién del blanco.

N = Normalidad de la solucién de acido clorhidrico (HCI).

m = Masa de la muestra en gramos.

Factor de nitrogeno = 1,4007

Factor de proteina = 6,25

FASE 3. Verificar mediante analisis estadistico el comportamiento de los resultados e
incertidumbre del método para el cumplimiento y aseguramiento de la validez de los

resultados.



40

e Se empleo la herramienta Microsoft Excel, con este programa se organiza y se
calculan datos en una hoja de calculo, se utilizaron pruebas estadisticas como
ANOVA y t de student.

e El andlisis de varianza se utilizé para medir la homogeneidad de las muestras
de cada matriz (chifles, pan de almiddn y chorizo) entre y dentro de gruposy el
efecto de la variabilidad entre el analista A y analista B y de acuerdo a esto sale
criterio de la repetibilidad y la reproducibilidad.

e La prueba t de student examiné las diferencias entre las muestras de las
matrices ya mencionadas para que tengan distribucién normal y homogeneidad
en sus varianzas, cada matriz es un nivel (bajo, medio y alto), en donde sale un

rango de validacion.

3.8 MUESTREO

Para la adquisicion de las muestras, se emple6 un muestreo no probabilistico por
conveniencia donde las muestras de los empaques se seleccionan porgue es una
manera sencilla de reclutar, para asegurar la validacion de los métodos, el laboratorio
CESECCA plantea que los analisis se realicen de la siguiente manera: cinco réplicas
diarias por cada muestra incluyendo los blancos durante cinco dias seguidos, es decir
200 andlisis en la semana y estuvieron a cargo por dos analistas.

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

En esta investigacion se utilizdé la herramienta Microsoft Excel aplicando pruebas
estadisticas, en el cual se determind el Andlisis de varianza (ANOVA) para medir la
homogeneidad entre y dentro de grupos de cada matriz, de la misma manera se realizé
un efecto matriz mediante la t de student para determinar la probabilidad de la similitud

entre matrices.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CUANTIFICACION DE PROTEINA EN LAS MATRICES
ESTABLECIDAS Y DETERMINACION DEL INTERVALO DE
TRABAJO

En la recoleccion de datos intervinieron dos analistas para las mediciones del
contenido de proteina de las tres matrices establecidas: chifles (rango bajo), pan de
almidon (rango medio) y chorizos (rango alto), con el fin de evaluar de mejor manera
las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, los analistas trabajaron dias
corridos durante una semana, completando 150 analisis obteniendo los datos

presentados en la Tabla 5.

De acuerdo a los resultados obtenidos se logré definir el intervalo o rango de trabajo
para la cuantificacion de proteinas en las matrices establecidas. Para el chifle la
validacion comprende 0,82 a 1,34%, para el pan de almidén 6,05 a 6,54% y para el
chorizo 11,41 a 12,98% de proteina. Los rangos de las matrices son minimas, dado
que existe uniformidad en la serie. Ademas de ello se obtuvieron los valores

intermedios para poder cubrir lo mas uniformemente posible el rango.

Tabla 5. Cuantificacion de proteina de cada matriz

i ANALISTA 1 ANALISTA 2
DIAS
REPLICAS 1 2 3 4 5 1 2 3 4
CHIFLE 1 1,26 1,28 1,25 1,24 1,11 1,32 1,14 1,17 0,83 1,19
1,22% 2 1,16 0,86 1,24 1,29 1,22 1,28 1,01 1,15 1,30 1,24
3 1,25 1,23 1,21 1,31 1,18 1,30 1,32 1,21 1,27 1,21
4 1,03 1,20 1,24 1,33 1,17 1,28 1,11 1,19 1,28 1,27
5 1,34 0,82 1,28 1,19 1,15 1,30 1,25 1,14 1,19 1,30
DIAS
REPLICAS 1 2 3 4 5 1 2 3 4
PAN DE 1 6,12 6,36 6,41 6,42 6,43 6,14 6,46 6,51 6,27 6,44
ALMIDON 2 6,42 6,31 6,39 6,30 6,33 6,26 6,49 6,43 6,52 6,34
6,26% 3 6,22 6,33 6,36 6,49 6,39 6,43 6,37 6,49 6,54 6,21
4 6,36 6,34 6,45 6,48 6,50 6,27 6,24 6,54 6,12 6,05
5 6,23 6,10 6,33 6,40 6,37 6,47 6,32 6,35 6,37 6,41

CHORIZOS DIAS

12,01%

"REPLICAS 1 2 3 4 5 1 2 3 4
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12,00 12,44 12,88 12,08 12,46 11,91 12,25 12,16 12,36
12,14 12,24 12,98 12,36 12,47 11,91 12,10 12,42 12,74
12,15 12,01 12,03 12,36 12,46 12,00 12,29 12,19 12,54
12,65 12,24 11,41 12,46 12,35 11,85 12,23 12,24 11,76
12,09 12,28 12,14 12,33 12,36 12,30 12,73 11,89 12,66

[S2 T N SR \ G e

12,68
12,35
12,48
12,84
12,72

Fuente. Las autoras.

En el trabajo de titulacién de Angeles, (2020) realiz6 una validacion del Método AOAC
990.03 (Dumas) armonizado a Kjeldahl en el andlisis de proteina en harina de
pescado, en el cual seleccionaron ocho niveles de concentracion de harina de pescado
con tres analistas diferentes y cada uno por quintuplicado, indicando que obtuvieron
valores minimos en el intervalo de cuantificacion de proteina en cada una de sus

niveles.

Por otra parte, Salazar, (2016) en su trabajo de titulacion, realizé una implementacién
del método Kjeldahl para la determinacién de proteina, para diferentes matrices en el
laboratorio ECUACHEMLAB CIA. LTDA, seleccionaron tres niveles de matrices
realizados por dos analistas diferentes en cinco dias corridos de la semana, indicando
que obtuvieron valores amplios en el intervalo de cuantificacion de proteinas en las
matrices de carnicos y derivados, cereales y derivados, lacteos y derivados, lo que

favorece la capacidad de confiabilidad del analisis.

4.2 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Las estimaciones de repetibilidad (mismo analista, mismo lugar y en un intervalo
pequefio de tiempo) y reproducibilidad (mismo analista, mismo lugar y en diferentes
dias). Se utilizé el analisis de varianza ANOVA para el calculo de la variabilidad del
sistema de medicion y para cuantificar la variacion de datos debido a las interacciones
entre niveles (repeticiones) y grupos (dias). Esta prueba estadistica sirve para medir
la homogeneidad de las muestras, y para analizar si las medias y las varianzas dentro

y entre grupos son significativamente diferentes (Cabrera, 2021).

Cabe mencionar que estos coeficientes de repetibilidad, reproducibilidad vy
recuperacion forman parte de los objetivos de validacion que se establecen en los

laboratorios de alimentos cuando quieren validar un método analitico.
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Los datos obtenidos y analizados por el ANOVA indican que todos los grupos son

uniformes y que no existen diferencias significativas en ninguna de las matrices

establecidas durante las mediciones realizadas en los cinco dias corridos de la

semana, debido a que el F calculado de cada matriz es menor al valor critico para F

cuyo valor es de 2,12402 como se observa en las siguientes tablas:

Tabla 6. Andlisis de varianza matriz (chifle).

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,183938 9 0,020437556  1,645535874  0,135335776 2,124029264
Dentro de los grupos 0,4968 40 0,01242
Total 0,680738 49
Tabla 7. Andlisis de varianza matriz (pan de almidén).
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,187072 9 0,020785778 1,612425551 0,144744928 2,124029264
Dentro de los grupos 0,51564 40 0,012891
Total 0,702712 49
Tabla 8. Andlisis de varianza matriz (chorizos).
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 1,233202 9 0,137022444  1,606980947  0,146349017 2,124029264
Dentro de los grupos 3,41068 40 0,085267
Total 4,643882 49

Por medio del estadistico F que se muestra en las tablas de ANOVA y su comparacion

con el valor critico de F, se afirma que el método es preciso en condiciones de

repetibilidad y reproducibilidad al 95% de confianza para cada matriz y para los dos

analistas. Esta afirmacion es posible debido a que los valores calculados de F en cada

tabla de ANOVA son menores que el valor critico correspondiente a 2,124029264.
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A continuacion, en las siguientes tablas se muestran el analisis de varianza de las

diferentes matrices con respecto a cada analista, en el cual indica que no existe

variabilidad en analistas ni en dias.

Tabla 9. Andlisis de varianza del chifle con respecto al analista 1.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de Valor critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,115096 4 0,028774  2,1260529 0,11520562 2,8660814
Dentro de los grupos 0,27068 20 0,013534
Total 0,385776 24

Tabla 10. Anlisis de varianza del chifle con respecto al analista 2.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,06548 4 0,01637  1,44790377 0,25515365 2,8660814
Dentro de los grupos 0,22612 20 0,011306
Total 0,2916 24

Tabla 11. Analisis de varianza del pan de almidén con respecto al analista 1.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,06548 4 0,01637  1,44790377 0,25515365 2,8660814
Dentro de los grupos 0,22612 20 0,011306
Total 0,2916 24
Tabla 12. Analisis de varianza del pan de almiddn con respecto al analista 2.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,06548 4 0,01637  1,44790377 0,25515365 2,8660814
Dentro de los grupos 0,22612 20 0,011306

Total 0,2916 24
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Tabla 13. Analisis de varianza del chorizo con respecto al analista 1.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,06548 4 0,01637  1,44790377 0,25515365 2,8660814
Dentro de los grupos 0,22612 20 0,011306
Total 0,2916 24

Tabla 14. Analisis de varianza del chorizo con respecto al analista 2.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0,06548 4 0,01637  1,44790377 0,25515365 2,8660814
Dentro de los grupos 0,22612 20 0,011306
Total 0,2916 24

En un trabajo de titulacion realizada por Salazar, (2016) implementaron el método
Kjeldahl para la determinacion de proteina para diferentes matrices, en el cual los
valores obtenidos para el estadistico F son inferiores en los tres casos al valor critico,
por tanto, a un 95% de confianza el método es reproducible y preciso en condiciones
de repetibilidad para las matrices de carnicos y derivados, cereales y derivados,

lacteos y derivados.

4.3 EFECTO MATRIZ

El estudio del efecto matriz se lo realizé por medio de una prueba t de student para
comprobar la similitud entre las tres matrices las cuales fueron chifles, pan de almidén
y chorizos, para esto se tomaron 15 datos, cinco de cada matriz, el cual se calculé la
recuperacion en donde cada dato se lo divide para el promedio de cada matriz como

se detalla en la tabla 9.

Tabla 15. Datos de cada matriz y la recuperacion.

Datos originales para el analisis de matrices

Matrices Chifle Pan de almidén Chorizo




1,11 6,43 12,46

1,22 6,49 12,47

Condicion inicial 1,18 6,49 12,46
1,17 6,5 12,35

1,15 6,5 12,36

Promedio 1,17 6,48 12,42
0,95 0,99 1,00

1,05 1,00 1,00

Recuperacion 1,01 1,00 1,00
1,00 1,00 0,99

0,99 1,00 1,00

Fuente. Las autoras.
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Ya obtenida la recuperacion de las matrices, la condicion inicial de cada matriz se las

llevd a un mismo nivel ya sea el nivel bajo, medio o alto, de modo que se llevo al punto

medio entre las tres matrices, el cual fue el pan de almidédn, el chifle se lo fortifica con

una disolucion de urea por ser un rango bajo y asi poder aumentar su concentracion a

diferencia del chorizo que se lo diluye en agua para bajarle la concentracién de

proteina y asi llegar al punto medio con el fin de alcanzar un mismo nivel como se

puede observar en la tabla 10.

Tabla 16. Matrices fortificadas y diluidas

Matrices Chifle Pan de almidén Chorizo
6,50 6,43 6,55
6,55 6,49 6,53
Muestra Fortificada/Diluida
con UREA 6,49 6,49 6,58
6,53 6,5 6,49
6,55 6,5 6,49

Fuente. Las autoras.

Para comparar la similitud que existe entre cada matriz, se calcula la desviacion

estandar (sd) para luego calcular la varianza de la recuperacion (sd2), que es la

desviacion al cuadrado como se observa en la tabla 11.
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Tabla 17. Desviacion estandar de la recuperacion

Chifle Pan de almidén Chorizo
Sd 0,03451 0,00455 0,00480
Sd2 0,00119 0,00002 0,00002

Fuente. Las autoras.

Ya obtenida las desviaciones estandar de las matrices se calcula la probabilidad que
existe en cada matriz dividiendo la varianza de una matriz con otra como se detalla en
la tabla 12, cada uno de estos valores deben ser menor a la distribucién inversa el cual
es el valor critico para F y este se obtuvo mediante un andlisis de varianza de las
muestras que se alcanzaron a un mismo nivel, se calcul6é con una probabilidad de 0,05
y 2 grados de libertad dando como resultado 3,88529 (ver anexo 10), dicho esto se
comprueba que si existe similitud (ver anexo 11) entre matrices debido a que los

valores calculados de las matrices son inferiores a la distribucién inversa.

Tabla 18. Similitud entre matrices

Chifle Pan de almidén Chorizo

Chifle 1,000 1,115 1,949

Pan de almidén 1,115 1,000 1,747
Chorizo 1,949 1,747 1,0000

Fuente. Las autoras

En el trabajo de titulacion de Carmona, (2015) realiz6 un estudio comparativo de
técnicas de extraccion para la determinacion de micotoxinas en alimentos el cual
determind el efecto matriz a tres muestras de arroz blanco, el cual primero fortificd
dando lugar de que no existe un efecto matriz, sin embargo, al diluir las muestras en
agua se determiné que si hubo. Por otra parte, Ramirez et al. (2018) en su
investigacion realizaron un efecto matriz mediante un t de student a diferentes tipos de
aguas obteniendo que si existe un efecto matriz debido a que se comprobd la igualdad
en cada muestra analizadas. De igual manera en la investigacion de Rodriguez, (2019)

determinaron un efecto matriz a aguas naturales y aguas potables mediante la prueba
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estadistica t dando lugar que no existe un efecto matriz, debido a microorganismos o

a la adicion de quimicos que pudo existir en una de las muestras.

4.4 INCERTIDUMBRE

La determinacion de la incertidumbre es la base fundamental de una validacion y este
se define por medio de la normativa INEN-ISO/IEC 17025 como un requisito necesario

para la presentacion de resultados de analisis cuantitativos.

Para la incertidumbre de medida asociada a las estimaciones se plantean todas las
aportaciones inherentes al método, para esto se hizo un diagrama de Ishikawa (ver
anexo 5) en el cual se establecieron aportaciones que hubo durante la validacion, se
evaluo utilizando contribuciones de Tipo A, Incertidumbres volumétricas (balanzas,

pipeta, probeta, bureta digital, dispensette) e incertidumbre de sesgo (ver anexo 6).

Angeles (2020) menciona gue la incertidumbre de las mediciones normalmente tiene
muchos componentes. La incertidumbre del método se calcula estimando los errores
en las diferentes etapas del analisis, por ejemplo, la homogeneizacién de la muestra,

el pesaje, la calibracion del equipo, lectura, etc.

Una vez obtenida las contribuciones que aportan incertidumbre, se determina la

incertidumbre estandar del método mediante la siguiente ecuacion:

. SA\? 2
PROTEINA TOTAL = \/SRZ +u(SP)2 + A% + (T) + u (Cref)? [2]
n

Siendo:
SR = Desviacion estandar de reproducibilidad
u(SP) = Desviacion de patrones

A= Sesgo



49

SA / v/n= Sesgo del material de referencia/estimacion de la incertidumbre

Cref= Incertidumbre de coeficiente de dilatacion térmica.

Aplicada la ecuacion para calcular las incertidumbres estandar de cada matriz se
obtuvo una incertidumbre de 0,11419 para el chifle; 0,03625 para el pan de almidon y

con respecto al chorizo 0,04305 como se observa en la tabla 13.

Tabla 19. Incertidumbre estandar relativa del método.

Factor Chifle Pan de almidén Chorizo
1,22 6,26 12,01
Incertidumbre del 0.11416 0,03625 004305

método

Fuente. Las autoras.

Obtenidas las incertidumbres estéandar relativa de cada matriz, se utiliza un factor de
cobertura (k) que es igual a 2 para obtener las incertidumbres expandidas, dicho esto
se realiza el calculo multiplicando cada uno de los resultados por el factor de cobertura,
debido a los grados de libertad con el objetivo de alcanzar un nivel de confianza del
95%, para comprobar si las incertidumbres cumplen con el criterio de aceptacion
establecido por el laboratorio siendo menores o iguales al 25% de cada matriz, esto se
confirma transformandolos en porcentaje dando como resultado un 22,832 % para el
chifle, para el pan de almidon 7,25% y para el chorizo 8,61% como se detalla en la
tabla 14.

Tabla 20. Incertidumbre expandida del método.

Factor Chifle Pan de almidén Chorizo

1,22 6,26 12,01

Incertidumbre

expandida del  0:22832 0,0725 0,0861

método relativa

Porcentaje de la

mcertld'umbre 22832 725 561

expandida del

método

Fuente. Las autoras.
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En el trabajo de titulacion de Salazar, (2016) obtuvo una incertidumbre relativa de
0,014 para lacteos y derivados, para cereales y derivados de 0,021; para carnicos y
derivados de 0,03. En lo que respecta a la incertidumbre expandida para carnicos y
derivados constituye un 3,0%, para cereales y derivados un 2,1% y para lacteos y
derivados un 1,4%, estos valores no son similares a la actual investigacion debido a
los criterios de aceptacion propuestos por el laboratorio antes de realizar la validacion

concluyendo que si se encuentran dentro de los establecido.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1

5.2

CONCLUSIONES

Se realiz6 un diagnastico situacional interno al laboratorio CESECCA donde se
comprobd que si cumple con todos los requisitos de la norma NTE INEN ISO
17025/2018 para la realizacion de los analisis en las matrices establecidas.

Se verificd la validez del método a través del cumplimiento de precision
(repetibilidad y reproducibilidad), exactitud e incertidumbre, indicando que todos
los grupos son homogéneos y que no existen diferencias significativas en
ninguna de las matrices.

De acuerdo al efecto matriz mediante la prueba t de student se comprobé que
si existe similitud entre cada matriz.

En base a los factores de incertidumbre de cada matriz si cumple con el objetivo
de validacién dando como resultado valores inferiores al <=25%.

Se da por cumplida la validaciéon mediante el método Kjeldahl para proteina total
en las matrices establecidas debido a que, si cumple con cada uno de los
objetivos propuestos previo a la validacion, demostrando asi la confiabilidad del
método.

RECOMENDACIONES

Continuar con la metodologia y criterios propuestos para la validacion de
métodos analiticos en diferentes matrices, con la finalidad de que el laboratorio
CESECCA amplie sus servicios a otras matrices.

Verificar si el método de analisis o el equipo y reactivos a utilizar cumplen con

las especificaciones de rendimiento.
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GUIA DE OBSERVACIONES
7 &\ ESPAM . LABORATORIO
w } . . CESECCADE LA
& ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA CIUDAD DE MANTA
CESECCA
Nombre del evaluado: Fecha:
Ing. Mario Zambrano, Mg 06/03/2023
Analista del area fisicaquimica del laboratorio
LISTA DE VERIFICACION
CUMPLIMIENTO
REQUISITOS
Sl NO | DI | DNI | NDA | NDNA | NA
REQUISITOS GENERALES QUE SE DEBEN CUMPLIR DENTRO DEL LABORATORIO BAJO LA NORMA NTE INEN
ISO/IEC 17025:2018
¢ Esta establecida en el Manual de Calidad la identidad juridica N
del laboratorio?
¢ Se dispone de documentos (escrituras de constitucion,
decreto de creacion) que definan la identidad legal del X
laboratorio?
¢ Se dispone de instrucciones actualizadas sobre el uso,
manejo y transporte de los equipos y materiales de referencia X
que lo requieran, disponibles al personal del laboratorio?
¢ Se dispone de un listado actualizado de los equipos, material
auxiliar y de referencia de que dispone el laboratorio para la X
realizacién de los ensayos/ calibraciones objeto de
acreditacion?
¢Incluyen estas responsabilidades las de implementar, X
mantener y mejorar el Sistema de Gestion?
¢ Ha establecido el laboratorio medidas para garantizar la
confidencialidad de la informacién obtenida de los ensayos y/o X

calibraciones, incluido un compromiso formal por escrito de
respetar dichas medidas?
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¢ Describe el Manual de Calidad la estructura de la
documentacion del Sistema?

¢ Estan establecidas por escrito las politicas y objetivos del
laboratorio en materia de calidad

¢Se ha designado el personal autorizado para llevar a cabo la
revision y aprobacion de los distintos documentos?

¢, Se mantiene un registro de las inspecciones/ verificaciones
realizadas a los suministros, reactivos y productos consumibles
para comprobar que se cumplen los requisitos establecidos?

¢ Existe un listado de la documentacién de que disponga el
laboratorio para la realizacion de ensayos/ calibraciones
(normas, procedimientos), incluyendo fecha y nimero de
revision?

¢ Dispone el laboratorio de procedimientos/ normas de ensayo/
calibracion para todos los trabajos incluidos en el alcance de la
acreditacion solicitada?

En el caso de trabajar con normas, ¢,se ha establecido la
sistematica para adecuar su forma de trabajo a las nuevas
revisiones de las mismas?

¢,Se ha establecido la sistemética (procedimiento de validacion)
para llevar a cabo la validacion de los métodos?

¢, Cuenta el laboratorio con los equipos y materiales necesarios
para la ejecucion de los ensayos/ calibraciones?

¢,Se ha establecido la sistematica (procedimiento de validacion)
para llevar a cabo la validacion de los métodos?

¢ Dispone el laboratorio de procedimientos adecuados para la
estimacion de la incertidumbre asociada a las calibraciones
internas?

¢,Se dispone de un listado actualizado de los equipos, material
auxiliar y de referencia de que dispone el laboratorio para la
realizacion de los ensayos/ calibraciones objeto de
acreditacion?

¢, Ha comprobado el laboratorio que los disefios, calidades y
precisiones de los equipos y software son los establecidos en
los métodos de ensayo/ calibracion?

En caso de utilizar equipos o materiales alternativos, ¢ existe un
estudio comparativo?
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¢,Se han identificado mediante etiqueta o similar los equipos
que requieren calibracion para indicar su estado de calibracién?

¢, Se dispone de los materiales de referencia necesarios para la
realizacion de los ensayos?

¢ Dispone el laboratorio de informacién completa de cada uno
de los materiales de referencia utilizados?

¢,Se han establecido los criterios de aceptacién y rechazo de
los resultados de las calibraciones para cada uno de los
equipos?

¢ Se llevan a cabo las calibraciones internas de acuerdo a
instrucciones escritas adecuadas?

,Se conservan registros completos de las actividades de
muestreo realizadas?

¢ Se dispone de documentos (;escrituras de constitucion,
decreto de creacion que definan la entidad legal o una parte
definida de una entidad legal del laboratorio?

¢ Se tiene disponibilidad del personal, las instalaciones, el
equipamiento, los sistemas y los servicios de apoyo necesarios
para gestionar y realizar sus actividades de laboratorio?

¢.Son adecuadas las instalaciones y las condiciones
ambientales para las actividades del laboratorio y no afectan
adversamente a la validez de los resultados?

¢ Cuenta el laboratorio con un procedimiento para la
manipulacion, transporte, almacenamiento, uso y
mantenimiento planificado del equipamiento para asegurar el
funcionamiento apropiado y con el fin de prevenir
contaminacion o deterioro?

¢ El laboratorio usa métodos y procedimientos apropiados para

todas las actividades de laboratorio y, cuando sea apropiado,

para la evaluacion de la incertidumbre de medicién, asi como
también las técnicas estadisticas para el analisis de datos?

¢ Cuando el cliente no especifica el método a utilizar, el
laboratorio ha seleccionado un método apropiado e informado
al cliente acerca del método elegido?

Los resultados se deben revisar y autorizar antes de su
liberacion.
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Los resultados se deben suministrar de manera exacta, clara,
inequivoca y objetiva, usualmente en un informe (por ejemplo,
un informe de ensayo o un certificado de calibracidn o informe
de muestreo), y deben incluir toda la informacién acordada con
el cliente y la necesaria para la interpretacion de los resultados
y toda la informacion exigida en el método utilizado. Todos los
informes emitidos se deben conservar como registros técnicos

EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO KJELDAHL

Digestor Kjeldahl X
Destilador Kjeldahl X
Balanza analitica X
Espatula X
Matraz erlenmeyer X
Papel libre de nitrégeno X
Bureta X
Probeta X
Soporte digital X
Tubos de digestion X
Pastilla Kjeldahl X
Acido sulfarico X
Acido clorhidrico X
Acido bérico X
Carbonato de sodio X
Indicador mixto X
Agua X

Fuente. Las autoras.
Revisado por:

Ing. Fernando Veloz, Mg
DIRECTOR CESECCA



ANEXO 2. Diagnostico situacional en el laboratorio

CESECCA en el area fisicoquimica.

ANEXO 3. Evaluacion del equipo digestor para la determinacion

de proteina por el método Kjeldahl
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ANEXO 4. Resultados de los blancos

ANALISTA1 ANALISTA 2
DIAS
REPLICAS 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
BLANCOS 1 003 o003 004 003 003 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03
2 003 004 o004 003 003 0,04 0,03 0,04 0,03 0,03
3 o004 o003 o003 003 004 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03
4 004 O04 003 004 004 0,03 0,04 0,03 0,04 0,03
5 003 o003 004 004 003 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04
ANEXO 5. Diagrama de Ishikawa
| U sesgo del métadol
SR~
% Proteina Total
U (Titulacidn) P
U cal, Tolerancia , TEMP, R
U (Toma de muestra) —=
Ucal, Tolerancia, TEMP,R  —
| U valumétrical
ANEXO 6. Contribuciones de los equipos y materiales
L e u . u dCI{Cemén- :
Equipo: u certificado uT Resolucion: | U Empuje Cemin) u estandar
Probeta 100 mL QC-MV/132 0,003700 0,000000 0,577350 0,288675 0,645508
Pipeta de 10 mL QC-MV/136 0,001000 0,000000 0,057735 0,028868 0,064557
Dispensette mL QC-MV/135 0,001100 0,000000 0,057735 0,028868 0,064559
Bureta Digital QC-MV/200 0,003700[ 0,000000| 0,005774 0,028868| 0,029671
Balanza OC-EI/13 0,000210 0,000000 0,000058 0,000002 0,001155 0,001175

Cantidad usada

Equipo: durante el ensayo| Y ©5tandar [ u relativa
Probeta 100 mL QC-MV/132 100 0,645508 0,006455
Pipeta de 10 mL QC-MV/136 10 0,064557 0,006456

Dispensette mL QC-MV /135
Dispensette mL QC-MV /135
Dispensette mL QC-MV/135
Pipeta de 10 mL QC-MV/136

0,064559 0,012912
0,064559 0,064559
0,064559 0,021520
0,064557 0,012911

=]




ANEXO 7. PREPARACION DE REACTIVOS

ANEXO 7-A. Preparacion del acido borico
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ANEXO 8. PREPARACION DE MUESTRAS

ANEXO 8-A. Chifle

ANEXO 8-B. Pan de almidén

ANEXO 8-C. Chorizo
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ANEXO 9. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE NITROGENO TOTAL
POR EL METODO KJELDAHL

ANEXO 9-A. Peso de la muestra




ANEXO 9-B. Muestra colocada en el tubo de vidrio Biichi junto con la pastilla
Kjeldahl
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ANEXO 9-E. Finalizacion de la etapa de digestion

ANEXO 9-G. Acido boérico en un matraz Erlenmeyer
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ANEXO 9-H. Adicién de 1 cm? de indicador mixto

ANEXO 9-1. Erlenmeyer en el destilador y el tubo con la muestra en el lado

izquierdo.
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ANEXO 9-K. Configuracion para el proceso de destilacion

ANEXO 9-M. Valoraciéon con acido clorhidrico
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ANEXO 9-N. Viraje de la solucién

ANEXO 10. Analisis de varianza de las muestras alcanzadas a un mismo nivel

Origen de los Suma de  Grodos de Promedio . Viaiar critica
- . de los F Probabilidad
variaciones cuadrados  libertad para F
cuadrados
Entre grupos 0,00649333 2 0,00324667 3,07255521  0,0836623  3,BB5293835
Centro de los
Erupos 0,01268 12 000105667
Total 0,01917333 14

ANEXO 11. Comparacion de matrices

Comparacion de Matrices en base a la Distribucion t de
Student
CHIFLE PANDE ALMIDON |  CHORIZO
CHIFLE Simular Somlar Simular
PAN DE ALMIDON Simmilar S imnilar Similar
CHORIZO Smmlar Somlar Smmlar




ANEXO 12. Certificado por parte del laboratorio al realizar el TIC.

@

Uleam L aboratorio- CE.SE.C.CA

ELOY ALFARO CE MANARI
Manta, 31 de mayo del 2023.

CERTIFICADO

A través del presente tengo a bien certificar que la SRTA. ANCHUNDIA VEGA
ARLETH ARIANNA portador del nimero de cédula 080453439-4 realiz6 el proyecto
tesis en ¢l laboratorio del Centro de Servicios para el Control de la Calidad CE.SE.C.CA
de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi con el tema: “Validacion del método de
proteina total en productos alimenticios (chifles, pan de almidén y chorizos) en el
laboratorio CESECCA™ realizado los dias del 06 de marzo al 21 de abril del 2023,
demostrando durante este tiempo responsabilidad, disciplina ¢ interés en las tareas
encomendadas.

Lo certifico en honor a la verdad, facultando a la interesada a dar al presente certificado
el uso que convenga a sus intereses.

OR DEL CESECCA
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@ Ulea Laboratorio- CE.SE.C.CA

LOY ALEARD UG MANAD
Manta, 31 de mayo del 2023.

CERTIFICADO

A través del presente tengo a bien certificar que la SRTA. GUZMAN BURBANO
NAHOMI DAYANNA portador del nimero de cédula 135153126-2 realizb el proyecto
tesis en el laboratorio del Centro de Servicios para ¢l Control de la Calidad CESE.C.CA
de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi con el tema: “Validacién del método de
proteina total en productos alimenticios (chifles, pan de almidén y chorizos) en el
laboratorio CESECCA™ realizado los dias del 06 de marzo al 21 de abril del 2023,
demostrando durante este tiempo responsabilidad, disciplina ¢ interés en las tarcas
encomendadas.

Lo certifico en honor a la verdad, facultando a la interesada a dar al presente certificado
¢l uso que convenga a sus intereses,
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