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GLOSARIO DE TERMINOS
Método Kjeldahl.- Método de analisis de proteinas.

Método Dumas.- El método se basa en la destruccion de la materia organica a través de una
combustion.

Validacion.- Proceso de definicion de las necesidades analiticas y la confirmacién de que el
método en cuestion ha considerado capacidades consistentes con las que la aplicacién requiere.

Limite de deteccion.- Concentracion mas pequena del analito o el valor de propiedad que puede
ser confiablemente detectada por el método.

Limite de cuantificacion.- Concentracién mas baja de analito que puede ser determinada con un
nivel aceptable de precision de repetibilidad y de veracidad.

Exactitud.- Cercania de un resultado al valor verdadero.

Veracidad.- Comparacion de los resultados promedio de un método con valores conocidos.
Sesgo.- Diferencia entre el valor promedio del método y el valor verdadero.

Precision.- Dispersion del conjunto de valores obtenidos de mediciones repetidas de una magnitud.

Repetibilidad.- Condiciones bajo las cuales se obtienen resultados independientes de una prueba
con el mismo método, con los mismos accesorios de laboratorio, en el mismo laboratorio, por el
mismo operador usando el mismo equipo en intervalos de tiempo cortos.

Reproducibilidad.- Condiciones bajo las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo
método, en un material idéntico, en diferentes laboratorios por diferentes operadores usando

diferentes equipos.

Selectividad.- Habilidad de un método para determinar exactamente y especificamente el analito

de interés.

Sensibilidad.- Respuesta de un instrumento de medicién dividido por el correspondiente cambio
del estimulo.

Robustez.- Capacidad de permanecer inalterado por variaciones pequenas pero deliberadas en los
parametros del método.

Prueba de Youden-Steiner.- Método en el que pueden utilizarse ocho andlisis distintos para
determinar el efecto de la variacion de siete etapas diferentes en un proceso analitico.

Prueba T de Student.- Determina las diferencias entre dos medias muestrales.



Incertidumbre.- Pardmetro que caracteriza la dispersion de los valores que pueden ser atribuidos
razonablemente al mensurando.

Distribucion normal.- Distribucion normal, distribucion de Gauss o distribucion gaussiana, a una
de las distribuciones de probabilidad de variable continua que con mas frecuencia aparece en
fenémenos reales.

Factor de cobertura k.- Factor que multiplica a la incertidumbre y esta intimamente ligado al
numero de grados de libertad de la medicién y el nivel de confianza con el que se desea reportar el
resultado.

Coeficiente de sensibilidad.- Describe, qué tan sensible es el mensurando con respecto a
variaciones de la magnitud de entrada.

Grados de libertad.- Es un estimador del numero de categorias independientes en una prueba
particular o experimento estadistico.

Consistencia de datos.- Se determina utilizando los estadisticos de hy k de Mandel.

Prueba de Cochran.- Prueba estadistica utilizada para identificar valores rezagados.
Prueba de Grubbs.- Prueba estadistica utilizada para identificar datos anémalos.

Prueba de Anderson-Darling.- Evalua si los datos generados siguen una distribucién normal.
Prueba de Barlett.- Evalua la Homogeneidad de Varianzas.

Hipotesis nula.- Hipétesis que se presume verdadera hasta que una evidencia estadistica en la

forma de una prueba empirica de la hipétesis indique lo contrario.

Hipotesis Alterna.- Es cualquier hipétesis que difiera de la hipétesis nula.



RESUMEN DEL INFORME DE COMPETENCIA PROFESIONAL

VALIDACION Y OBTENCION DE LA INCERTIDUMBRE PARA LA DETERMINACION DEL
PORCENTAJE DE PROTEINA EN HARINA DE PESCADO, POR EL METODO DUMAS
(COMBUSTION)

1. OBJETIVO

Establecer los requisitos de calidad para la determinacion de Proteina en Harina de Pescado segun
el método AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl con el equipo Analizador de Nitrégeno /
Proteina (LECO).

2. PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en la destruccion de la materia organica a través de una combustion en una

atmosfera rica en oxigeno. Todo el producto de la combustion pasa a través de un tamiz molecular
conformado por perclorato de magnesio anhidro e hidroxido de sodio en base de tierras raras. Una
vez que el tamiz molecular retiene los gases no deseados, el nitrégeno es arrastrado hacia la celda

de deteccién con gas helio 0 argon y es cuantificado por conductividad térmica. Tiempo del ensayo
4 minutos

3. APARATOS Y MATERIALES

Equipo analizador de Proteina via Combustion (LECO FP 528), este instrumento esta equipado con

las siguientes condiciones:

. Hormo de Combustion: Para la combustion de la muestra en oxigeno puro
aproximadamente a 950°C.

o Horno de Reduccion: Para convertir el gas NOx en nitrégeno aproximadamente a 750°C.

. Filtros de absorcion de agua y CO..

o Detector: Detector de conductividad térmica para medir el contenido de nitrégeno en la
muestra.

o Balanza analitica con 1 mg de precision.

4. DESARROLLO DE LA VALIDACION DEL METODO EMPLEADO PARA DETERMINAR EL
PORCENTAJE DE PROTEINA EN MUESTRA DE HARINA DE PESCADO

Se seleccionan muestras de Harina de Pescado en diferentes niveles de concentracion de proteina,

los cuales se analizan por el método: Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado
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segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kijeldahl, realizandose seis lecturas por tres analistas.
Con estos datos se realizd la determinacion de los parametros de precision. El rango de estudio
que se realizd es de 56.30 % hasta 76.30 % de proteina. Rango en el que se encuentran

comunmente los valores de proteina de harina de pescado.

o Desviacion Estandar de Repetibilidad: 0.16

o Desviacion Estandar de Reproducibilidad:0.188

o Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad:0.289

o Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad: 0.339

o Repetibilidad: + 0.45

o Reproducibilidad: + 0.53

o Limite de Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad (LRSDr, %): 0.81%

o Limite de Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad (LRSDR, %): 0.95%

Se realizo el estudio de los limites de deteccion y cuantificacidon encontrados luego de realizar los
datos del analisis de la regresion lineal de las curvas de calibracion del estandar EDTA y realizar el
estudio de las areas de la concentracion mas baja del estandar , y aplicar la ecuacion Ec.(5)) : LD =

Yb + 3Sb se obtienen los limites de Deteccion y Cuantificacion.

. Limite de deteccion(LD): 0.2 % de proteina
° Limite de cuantificacion(LC):0.8 de proteina

La incertidumbre del método es: U (expandida) = 0.69 % proteina incertidumbre que es hallada
luego de evaluar todas las fuentes de incertidumbre, los factores que mas influyen en la
incertidumbre del método es la aportada por los analistas (SR: 0.188) y los equipos (Uigauiro).0.29).

Se evaluaron distintos factores criticos que pudieran influir en el desarrollo del método para
identificar cual de estos factores son los que mas influirdn y aportan mayor variabilidad.se procedié
a realizar la combinacién de los factores. Se encontrd que el método es Robusto a los siguientes
factores:

o Peso de muestra (g) = 0.185-0.215
e  Presion de gas Helio (psi) = 35-45

e Presion de gas Oxigeno (psi) = 35-45

e  Temperatura de Combustion (°C) = 945 - 955

e Temperatura de Reduccién (°C) = 745-755
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INTRODUCCION

Una de las principales actividades productivas del Peru es la pesqueria. Debido a las diversas

condiciones climaticas y a la gran variedad de especies marinas [1].

El principal producto de exportacion del sector pesqueria es la harina de pescado, del cual el Peru

esta entre los primeros productores del mundo [2].

La ampliacion del uso de la harina de pescado como complemento dietético para la alimentacion de
animales, especialmente el desarrollo de la acuicultura, incrementd la demanda mundial de esta,
por lo que este producto se encuentra en el segundo lugar de participacion del total de

exportaciones del pais[3].

Gracias a sus numerosas ventajas en su utilizacion y su gran fuente proteica, energética entre
otras, la harina de pescado posee un amplio mercado siendo China y la Unién Europea los
principales destinos de este insumo. El incremento de la demanda en los ultimos anos de la harina
de pescado, abre los ojos a los demas paises que la producen en menores cantidades,

convirtiéndose asi en una de las materias primas mas importantes a nivel mundial[4].

La produccion del sector pesquero depende de manera considerable a la pesca de la anchoveta, la
que en su gran mayoria es destinada para la elaboracion de la harina, es decir, la produccion de
harina de pescado depende de la pesca de anchoveta cuyo nivel varia por temporadas, siendo

necesario la veda de esta[5].

Tradicionalmente, la demanda de la harina de pescado se debia a su utilizacion como alimento de
aves, cerdos, ganado vacuno, rumiante y ovino, sin embargo; el actual desarrollo de la acuicultura

ha constituido un factor importante para el aumento de la demanda mundial de este producto[6].

En la actualidad existen varios método para determinas el porcentaje de proteina en harina de
pescado, entre los que tenemos el método Kjeldahl. Este ensayo determina el nitrdgeno total en
una muestra. El unico componente de la mayoria de los alimentos el cual contiene nitrdgeno son las
proteinas (las grasas, los carbohidratos y la fibra dietética no contienen nitrégeno). Si la cantidad de
nitrdgeno es multiplicada por un factor dependiente del tipo de proteina esperada en el alimento, la

cantidad total de proteinas puede ser determinada [7].
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El otro método de ensayo es el Dumas (combustion), basado en la conversién de los gases de
combustion. La liberacion de Nitrogeno se lleva a cabo mediante pirolisis en una camara de
combustion, el nitrdgeno es transportado con la ayuda de un gas hacia un detector en donde se

realiza la medicion [8].
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OBJETIVOS

Establecer los requisitos de calidad para la determinacién de Proteina en Harina de Pescado segun
el método AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl con el equipo Analizador de Nitrégeno /
Proteina (LECO).
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CAPITULO PRIMERO

FUNDAMENTO TEORICO
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1.1 PROTEINA

Las proteinas son poli péptidos de peso molecular elevado, son los materiales que desempenan un
mayor numero de funciones en las células de todos los seres vivos. Por un lado, forman parte de la
estructura basica de los tejidos (musculos, tendones, piel, uias, etc.) y, por otro, desempenan
funciones metabdlicas y reguladoras (asimilacion de nutrientes, transporte de oxigeno y de grasas
en la sangre, inactivacion de materiales toxicos o peligrosos). También son los elementos que
definen la identidad de cada ser vivo, ya que son la base de la estructura del cddigo genético (ADN)
y de los sistemas de reconocimiento de organismos extraios en el sistema inmunitario.  Son
macromoléculas organicas, constituidas basicamente por carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y
nitrégeno (N); aunque pueden contener también azufre (S) y fosforo (P) y en menor proporcién

hierro (Fe), cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (1) [9].

Si bien hay ligeras variaciones en diferentes proteinas, el contenido de nitrégeno representa, por
término medio, 16% de la masa total de la molécula; es decir, cada 6,25 g de proteina contienen 1 g
de N. El factor 6,25 se utiliza para estimar la cantidad de proteina existente en una muestra a partir

de la medicion de N de la misma.

Las proteinas son largas cadenas de aminodcidos unidas por enlaces peptidicos entre el grupo
carboxilo (-COOH) y el grupo amino (-NHg) de residuos de aminoécido adyacentes. La secuencia de
aminoacidos en una proteina esta codificada en su gen (una porcion de ADN) mediante el codigo

genético.

Bastan algunos ejemplos para dar idea de la variedad y trascendencia de las funciones que

desempenan. Son proteinas:

» Casitodas las enzimas, catalizadores de reacciones quimicas en organismos vivientes.

o Muchas hormonas, reguladores de actividades celulares.

« Lahemoglobina y otras moléculas con funciones de transporte en la sangre.

« Los anticuerpos, encargados de acciones de defensa natural contra infecciones o agentes
extranos.

« Los receptores de las células, a los cuales se fijan moléculas capaces de desencadenar una

respuesta determinada.
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e La actina y la miosina, responsables finales del acortamiento del musculo durante la

contraccion.

El colageno, integrante de fibras altamente resistentes en tejidos de sostén. Los aminoacidos se

caracterizan por poseer un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo amino (-NH2) [9].

Los péptidos estan formados por la union de aminodcidos mediante un enlace pepitico. Es un

enlace covalente que se establece entre el grupo.

Carboxilo de un aminoacido y el grupo amino del siguiente, dando lugar al desprendimiento de una

molécula de agua.

1.2 METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA EN HARINA DE
PESCADO.

Existen actualmente varios métodos analiticos para la determinacién del porcentaje de proteina en

harina de pescado, pero los métodos principales que se tratara en este texto son [8]:

e Determinacion de nitrdgeno en proteinas por el método Kjeldahl.

e Determinacion de nitrdgeno en proteinas por el método Dumas.

1.2.1 DETERMINACION DE NITROGENO EN PROTEINAS POR EL METODO DE KJELDAHL

En 1883 el investigador danés Johann Kjeldah! desarrollé el proceso basico del conocido método
actual de andlisis de proteinas por el método Kijeldahl, mas propiamente, para analizar nitrégeno
organico. En esta técnica se digieren las proteinas y otros componentes organicos de los alimentos
en una mezcla con &cido sulfurico en presencia de catalizadores. El nitrdgeno organico total es
convertido en sulfato de amonio [10]. La mezcla digerida se neutraliza con una base y se destila
posteriormente en una solucién de acido bérico. Los aniones del borato asi formado se titulan con
HCI estandarizado, lo cual se convierte en el nitrdgeno de la muestra. El resultadc del analisis
representa el contenido de proteina cruda del alimento ya que el nitrdgeno también proviene de

componentes no proteicos [11].
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Reacciones Llevadas a Cabo en el método Kjeldahl  [12]

|
n-C -f\lle + mH2S04 catal iadores CO» + (NHg)2 SO4 + SO2 Ec. 01

Proteina calor

Neutralizacion y Destilacion
(NH2)SOs4 + 2 NaOH — & 2NHs3+ NazSQa+ 2H:0 Ec.02

NH3 + HiBO; (&cido bérico) ————+  (NH4)*+ H.BOs~ (idn borato) Ec. 03

Titulacion
El anion borato (proporcional a la cantidad de nitrogeno) es titulado con HCI estandarizado:

H:BOs + H* —— H3B0; Ec. 04

1.2.1.1 FUENTES DE ERROR

Constituyen fuentes de error en este método son: la inclusion de nitrégeno no protéico como parte

de la proteina; la pérdida de nitrégeno durante la digestion, la digestion incompleta de la muestra.

Las proporciones excesivas de sulfato de sodio o potasio que se anaden al cido (para elevar el
punto de ebullicién) pueden resultar en una descomposicion por calor y la consecuente pérdida de
amoniaco. Generalmente se recomiendan temperaturas de digestion de 370-410°C. Tiempo del

Ensayo 3 a 6 horas [8].

1.22 DETERMINACION DE NITROGENO EN PROTEINAS POR EL METODO DE DUMAS

El método se basa en la destruccion de la materia organica a través de una combustion en una
atmasfera rica en oxigeno. Todo el producto de la combustion pasa a través de un tamiz molecular
conformado por perclorato de magnesio anhidro e hidroxido de sodio en base de tierras raras. Una
vez que el tamiz molecular retiene los gases no deseados, el nitrdgeno es arrastrado hacia la celda
de deteccion con gas helio 0 argdn y es cuantificado por conductividad térmica. Tiempo del ensayo

4 minutos [8]. Se utilizan los siguientes reactivos perclorato de magnesio anhidro, hidroxido de sodio
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en base de tierras raras, virutas-de cobre e hierro, oxigeno pureza 99,99, helio pureza 99,99 y aire

comprimido.

1.3 TECNICAS DE VALIDACION

Se puede interpretar la validacion del método como el proceso de definicion de las necesidades
analiticas y la confirmacion de que el método en cuestion ha considerado capacidades consistentes
con las que la aplicacion requiere. Esta implicito que serd necesario evaluar las capacidades de
desempeno del método. Esto concuerda con la interpretacion de la definicion ISO por Morkowski
[13]. El juicio de la aptitud del método es importante; en el pasado la validacion del método tendia a

concentrarse en el proceso de evaluacion de los parametros de desempefo [14].

El tipo de programa de validacion depende enteramente del método en particular y sus posibles
aplicaciones.

Para que un resultado analitico concuerde con el propdsito requerido, debe ser lo suficientemente
confiable para que cualquier decision basada en él pueda tomarse con confianza. Asi, el
desempeno del método debe ser validado y la incertidumbre del resultado, a un nivel de confianza
dado, estimada. La incertidumbre debera ser evaluada y establecida de una forma que sea
ampliamente reconocida, consistente de forma interna y facil de interpretar. La mayor parte de la
informacién requerida para evaluar la incertidumbre se puede obtener durante la validacion del

método. Los principales parametros analiticos empleados en el ensayo analitico son [14]:

e Limite de deteccion.

e Limite de cuantificacion.

e Exactitud.
e Veracidad.
e Sesgo.

e Precision

e Repetibilidad.

e Reproducibilidad.
e Robustez.

e Sensibilidad.
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1.3.1  PRINCIPALES PARAMETROS ANALITICOS UTILIZADOS PARA LA VALIDACION DE
UN METODO DE ENSAYO

a) Limite de Deteccion (Ld).

Cuando las mediciones se realizan para niveles bajos del analito o sus propiedades, en analisis
de trazas, es importante conocer cual es la concentracion mas pequefa del analito o el valor de
propiedad que puede ser confiablemente detectada por el método. La importancia al determinar
esto y los problemas asociados a ello se elevan del hecho que la probabilidad de deteccion no
cambia repentinamente de cero a la unidad ya que un umbral se esta cruzando. ISO utiliza como
término general “valor minimo detectable del estado variable neto” el cual puede ser traducido

para los quimicos como la “concentracion” minima neta detectable.

El limite de deteccion, expresado como concentracion cL, o como cantidad gL, se deriva de la
medicion mas pequefia xL, que puede ser detectada con certeza razonable para un

procedimiento analitico dado. El valor de xL esta dado por la ecuacion:

XL = Xpi + KSp
Ec.( 05)

Donde Xbl es la media de las mediciones del blanco y sbl la desviacion estandar de las
mediciones del blanco, y k es un factor numérico elegido de acuerdo al nivel de confianza

deseado.

Para propdsitos de validacion es suficiente proporcionar una indicacion del nivel al cual la

deteccion resulta problematica.

Para este proposito la aproximacion que dice el “blanco + 3s” es suficiente. Cuando el trabajo
esta como apoyo para un acuerdo de regulacion o especificacion que requiere algo de mejor
exactitud [14].

b) Limite de Cuantificacion (LC).

El “limite de cuantificacion “estrictamente es la concentracion mas baja de analito que puede ser
determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y de veracidad. También se

define a través de diversas convenciones como la concentracion del analito correspondiente al
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valor del blanco mas 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la media del blanco. Algunas veces esto

es conocido como “limite de determinacion”.

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de las concentraciones
analiticas o los valores de las propiedades sobre los cuales el método va a ser aplicado. Esto se
refiere al intervalo de concentraciones o valores de las propiedades de las soluciones medidos
recientemente mas que de las muestras originales. Al término menor del intervalo de
concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de deteccion y/o cuantificacion. Al
término superior del intervalo de concentracion, las limitaciones quedaran impuestas por varios

efectos que dependeran del sistema de respuesta del instrumento [14].
Exactitud.

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La validaciéon de un
método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados mediante el establecimiento de

efectos sistematicos y aleatorios en los resultados.

Normalmente la exactitud se estudia como dos componentes: la “veracidad” y la “precisién”. La
veracidad (de un método) es una expresion de que tan cercana se encuentra la media de un
conjunto de resultados (producidos por el método) del valor real. La veracidad normalmente se
expresa en términos de sesgo. La “precisién” es una medida de que tan cercanos estan los
resultados unos con respecto a los otros y por lo general se expresa mediante mediciones tal

como la desviacion estandar la cual describe la dispersion de los resultados.

Adicionalmente una expresion comun de exactitud es la medicion de la incertidumbre, la cual

proporciona una forma simple de expresion de exactitud [14].

d) Veracidad.

La asignacion préctica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de los resultados
promedio de un método con valores conocidos, esto es, la veracidad se asigna contra un valor
de referencia (un valor verdadero o un valor verdadero convencional). Se dispone de dos
técnicas: la revision con respecto a los valores de referencia de un material caracterizado o de
otro método caracterizado. Los valores de referencia son idealmente trazables a los estandares
internacionales. Los materiales de referencia certificados por lo general se aceptan que

proporcionan valores trazables y por lo tanto, el valor de referencia es el valor certificado del
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f)

MRC. Observe que los valores de referencia, certificados u otros pueden ser absolutos (trazables

al Sistema Internacional) o convencionales, esto es, acordes para un fin en particular.

La validacion requiere la adecuaciéon a un propdsito por lo tanto, la selecciéon de un material de
referencia esta basada en el propdsito de la validacion. EI material de referencia debe ser
apropiado para este uso. Para un trabajo de regulacion es relevante el empleo de un material de
referencia certificado e idealmente con una matriz similar. Para métodos que se utilizaran por
largos periodos de tiempo, debera utilizarse un material interno de referencia que sea estable.
Para corto plazo o para un trabajo no critico un estandar preparado o la adicion de material de

referencia es suficiente por lo general [14].
Sesgo.

El sesgo del método surge de los errores sistematicos inherentes al método cualquiera que sea
el laboratorio que lo usa. El sesgo del laboratorio surge de errores sistematicos caracteristicos
que son del laboratorio y de la interpretacion que éste hace del método. Particularmente un
laboratorio solo puede estimar el sesgo combinado, sin embargo, en la verificacion del sesgo, es

importante estar al tanto de las convenciones vigentes para el propdsito presente.

Sin embargo, para la mayoria de los propésitos, la aceptacion del sesgo debe decidirse sobre la
base del sesgo total medido contra los materiales apropiados o los métodos de referencia,
tomando en cuenta la precision del método, cualquier incertidumbre en los valores de los
materiales de referencia y la exactitud requerida para el uso final. Se recomiendan las pruebas

estadisticas de significacion [14].
Precision.

La “precisidon” se determina normalmente para circunstancias especificas las cuales en la

practica pueden ser muy variadas.

Las medidas de precision mas comunes son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Ellas
representan las dos medidas extremas de precision que pueden obtenerse. La repetibilidad (la
precision mas pequena esperada) dara una idea de la clase de variabilidad esperada cuando un
método se desarrolla por un solo analista, con equipo en un periodo corto de tiempo, por ejemplo

es la clase de variabilidad que se espera entre resultados si las muestras se analizan por

duplicado.
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Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos, entonces una medicion
de precision mas significativa a usar es la reproducibilidad (esto es la medida de precision mas
grande encontrada, a pesar de que formalmente se excluye la variacion con respecto del
tiempo). Puede ser posible que para algunos casos particulares sea mas util la medicion de la
precision intermedia, por ejemplo la precision medida entre diferentes analistas, en horarios
prolongados dentro de un solo laboratorio. Esto algunas veces se conoce como “precision
intermedia”, pero las condiciones exactas deben ser establecidas. La precision se establece por
lo general en términos de la desviacion estandar o desviacion estandar relativa. La
reproducibilidad y la repetibilidad comunmente dependen de la concentracion del analito y deben
determinarse a un numero de concentraciones y, de ser relevante, establecer la relacién entre la
precision y la concentracion del analito. La desviacion estandar relativa serd mas util en este
caso puesto que la concentracion ha sido evaluada en diferentes concentraciones, lo que

significa de debe ser constante sobre el intervalo de interés proporcionado [14].
Repetibilidad.

Condiciones bajo las cuales se obtienen resultados independientes de una prueba con el mismo
método, con los mismos accesorios de laboratorio, en el mismo laboratorio, por el mismo

operador usando el mismo equipo en intervalos de tiempo cortos.

La desviacion estandar de la repetibilidad (sr), es util calcular el limite de repetibilidad “r", el cual
permite al analista decidir si es significativa la diferencia entre el andlisis de duplicados de la

muestra determinados bajo condiciones de repetibilidad.

El limite de repetibilidad (r)es el valor menor que o igual que, al cual la diferencia absoluta entre
los dos resultados de pruebas individuales obtenidas bajo condiciones de repetibilidad se espera

se encuentre, con una probabilidad de 95% y se da por la formula:

r=tyg X\EXO',
Ec. (06)

Donde t. es el valor de t de Student de dos colas para u = = a una confianza dada (E! nivel de
confianza normalmente establecido es de 95% donde el valor es 1.96) y sr es la desviacion

estandar medida bajo condiciones de repetibilidad [14].
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Reproducibilidad.

Condiciones bajo las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo método, en un

material idéntico, en diferentes laboratorios por diferentes operadores usando diferentes equipos.

La desviacion estandar de la reproducibilidad Sr, es util calcular el limite de reproducibilidad “R’,
el cual permite al analista decidir si es significativa la diferencia entre el analisis de duplicados de

la muestra determinados bajo condiciones de reproducibilidad.

El limite de reproducibilidad es el menor valor que o igual a, al cual la diferencia absoluta entre
dos resultados de pruebas individuales obtenidas bajo condiciones de reproducibilidad puede

esperarse, con una probabilidad de 95% y se da por la férmula:

) Ec.(07)

Donde t. es el valor de t de Student de dos colas para u =  a una confianza dada (El nivel de
confianza normalmente establecido es de 95% donde el valor es 1.96), y Sr es la desviacion

estandar medida bajo condiciones de reproducibilidad [14].
g) Robustez.

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad de permanecer
inalterado por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros del método y

proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso normal [14].

La Associaton of Official Analytical Chemist ha sugerido un método para realizar este examen en
el que pueden utilizarse ocho analisis distintos para determinar el efecto de la variacion de siete

etapas diferentes en un proceso analitico (prueba de Youden- Steiner) [16).

Al evaluar la robustez de un método, se trata de identificar las variables que tienen un efecto mas
critico sobre su exactitud, precision y selectividad. De modo que estas seran las variables que

mas tendran que ser controladas durante la aplicacién rutinaria del método.

Al planificar el estudio de la robustez hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:

e Elegir factores cuya influencia se desea evaluar.
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e Elegir valores de dichos factores. Generalmente se estudian dos valores situados alrededor
del valor nominal. Por ejemplo si el valor nominal de la concentracion de un reactivo es 0.2M

es logico estudiar la influencia de las concentracionesa 0.17 My 0.23 M.

e Elegir la respuesta cuya variacion se requiere controlar. Por ejemplo: la exactitud del

resultado, precision, la resolucion de una separacion cromatografica.
e Planificar y llevar a cabo el andlisis.

e Evaluar los efectos de los distintos factores. Una ves realizados los analisis y obtenidas las
respuestas, es necesario tratar estadisticamente los datos obtenidos con el objeto de ver

qué factores son los que producen efectos significativos sobre la respuesta.

Para realizar esta prueba se denotan a los valores iniciales de los factores con letras mayusculas
de la A a la G, y las variaciones con letras minusculas correspondientes. A continuacion se

establece la siguiente tabla 1 los factores [15]:

TABLA NO 1: Prueba de Youden-Steiner para analizar los efectos de factores que

influyen en el resultado del método.

Repeticiones

-
N
wW

4 5

N
~N
(s}

Factor/Ensayo

Ala
B/b
Cle
D/d
Ele
F/f
G/g
Resultado

o lOIMMIO|O|?| >
~lQ|—<w|o | Q||| >
cQ|-wIM|a|]O|T|>
<|®O|M|o|alo|lo|>
S|@ Mo ||| ®|»
X | O|=-IMm|a|o ||
< ||| ||| |»
NlQlmm|olo|o|

A partir de los resultados de cada variable debe calcularse se debe calcular el promedio de
los analisis que contiene la variable en un valor mas alto y el promedio que corresponde al

valor mas bajo.
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S+t+U+V = 4A = A D1
4 4
W+X+y+2Z = 4a = a
4 4
1' | E
SH+V+X+Y = 4G = A D7
——— —
t+u+w+z = 49 = a
4 4

Ec.(8)

Luego se debera evaluar la significancia a través de una prueba T de Student:

T colculado = vn (D)
5 Ec.(9)

Donde:

e S, es la desviacion estandar de reproducibilidad o repetibilidad del método o una

desviacion experimental que se tenga de una serie de datos de ensayo.

e n: numero de corridas (4).
La prueba es que t calculado < t tab, para el 95% de probabilidad y n-1 grados de libertad.

Luego de evidenciar la diferencia de los resultados (efecto de cada variable). Cuanto mayor sea

la diferencia (diferencias significativas) mayor influencia tendra dicha variable en el método

analitico.
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h) Selectividad (o Especificidad).

La habilidad de un método para determinar exactamente y especificamente el analito de interés
en la presencia de otros componentes en la matriz bajo condiciones establecidas de la prueba
(14].

i) Sensibilidad.

El cambio en la respuesta de un instrumento de medicion dividido por el correspondiente cambio

del estimulo [14].

1.4 HERRAMIENTAS DE LA VALIDACION

Blancos: Usar varios tipos de blancos permite asegurar que tanto de la senal medida se atribuye al

analito y que tanto se debe a otras causas [14).

Muestras/ materiales de prueba: los materiales de prueba tomados de muestras reales son utiles
debido a la informacion que proporcionan sobre las interferencias, las cuales pueden ser
encontradas en la realidad con el trabajo diario. Si el contenido verdadero del analito de un material
es conocido exactamente puede utilizarse para asignar la exactitud del método. Sin embargo el
contenido real del analito dificimente se determina a menos que exista la posibilidad de usar otros

métodos los cuales se conoce que muestran un sesgo insignificante [14].

Materiales caracterizados independientemente: es dificil determinar el sesgo de un método sin
conocer el contenido real del analito en el material de prueba. Si un material se ha caracterizado por
otros medios, por ejemplo mediante un método que se sabe que posee un sesgo despreciable,
entonces este puede ser usado como un material de referencia, se puede realizar entonces una

comparacion y asignar mediante un analisis el sesgo del método [14].

Patrones (Mediciones): Cuando el término es usado para referirse a una sustancia usada para
propositos de calibracion o identificacion, es conveniente referirse a ellos como Materiales de
referencia de medida o calibracion.

Tradicionalmente se piensa que son soluciones de una sola sustancia, pero en la practica puede ser

cualquier material en el que un parametro o propiedad particular se ha caracterizado al punto de que
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puede ser usado para propositos de calibracion o de referencia. El término patrén incluye accesorios

en los cuales un amplio intervalo de parametros fisicos pueden ser calibrados [14].

Materiales de referencia: Los materiales de referencia pueden ser virtualmente cualquier material
tomado como base para referencia y puede incluir reactivos de laboratorio de pureza conocida,
quimicos industriales u otros artefactos. La propiedad o el analito de interés, debe ser estable y
homogéneo pero no necesita tener un alto grado de caracterizacién o trazabilidad y certificacion

asociados a los materiales de referencia certificados [14].

Materiales de referencia certificados: la caracterizacion del parametro de interés en un material
de referencia certificado generalmente es controlada mas estrictamente que para un material de
referencia, y adicionalmente el valor se certifica con una incertidumbre establecida por una
institucion reconocida. La caracterizacién normalmente se realiza usando varios métodos para que,

tanto como sea posible, cualquier sesgo en la caracterizacion se reduzca o se elimine [14].

1.5 INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

1.5.1 El Mensurando

El propdsito de una medicién es determinar el valor de una magnitud, llamada el Mensurando. Es el
atributo sujeto a medicion de un fendémeno, cuerpo o sustancia que puede ser distinguido
cualitativamente y determinado cuantitativamente. La definicion del mensurando es vital para
obtener buenos resultados de la medicion.

La imperfeccion natural de la realizacion de las mediciones, hace imposible conocer con certeza
absoluta el valor verdadero de una magnitud: Toda medicion lleva implicita una incertidumbre, que
es un parametro que caracteriza la dispersion de los valores que pueden ser atribuidos
razonablemente al mensurando.

Una definicion completa del mensurando incluye especificaciones sobre las magnitudes de entrada
relevantes. El resultado de una medicion incluye la mejor estimacion del valor del mensurando y una
estimacion de la incertidumbre sobre ese valor. La incertidumbre se compone de contribuciones de
diversas fuentes, algunas de ellas descritas por las magnitudes de entrada respectivas. Algunas

contribuciones son inevitables por la definicién del propio mensurando, mientras otras pueden
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depender del principio de medicion, del método y del procedimiento seleccionados para la medicion
[16].

1.5.2 Modelo fisico

Pretender estudiar el proceso de medicion de manera exacta y completa esta usualmente fuera de
las actividades rutinarias del metrélogo, mas aun, es el propésito de la investigacion cientifica, cuya
solucion pocas veces se vislumbra. Por lo tanto, es necesaria la simplificacion del fenémeno o de la
situaciéon real conservando las caracteristicas mas relevantes para el propésito pretendido,
mediante la construccion de un modelo para la medicion.

Un modelo fisico de la medicién consiste en el conjunto de suposiciones sobre el propio
Mensurando y las variables fisicas o quimicas relevantes para la medicién. Estas suposiciones

usualmente incluyen:

Relaciones fenomenoldgicas entre variables.
Consideraciones sobre el fendmeno como conservacion de cantidades, comportamiento temporal,
comportamiento espacial, simetrias.

Consideraciones sobre propiedades de la sustancia como homogeneidad e isotropia.

Una medicion fisica, por simple que sea, tiene asociado un modelo que sélo aproxima el proceso
real [16].

1.5.3 Modelo matematico

El modelo fisico se representa por un modelo descrito con lenguaje matematico. El modelo
matematico supone aproximaciones originadas por la representacion imperfecta o limitada de las
relaciones entre las variables involucradas.

Considerando a la medicion como un proceso, se identifican magnitudes de entrada denotadas por
el conjunto {Xi} expresion en la cual el indice i toma valores entre 1y el numero de magnitudes de
entrada N.

La relacion entre las magnitudes de entrada y el mensurando Y como la magnitud de salida se

representa como una funcion
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Y = f({Xi}) = f(X1, X2, ..., XN) Ec. (10)

Representada por una tabla de valores correspondientes, una grafica o una ecuacion, en cuyo caso
y para los fines de este documento se hara referencia a una relacion funcional.
Aunque para el propésito de este trabajo se considerara Y como un escalar, puede aplicarse el

mismo formalismo para elementos matematicos mas complejos como vectores o matrices.

En este trabajo se denota con xi al mejor estimado de las magnitudes de entrada Xi.
Los valores de las magnitudes de entrada pueden ser resultados de mediciones recientes realizadas

por el usuario o tomados de fuentes como certificados, literatura, manuales, etc.

El mejor estimado del valor del mensurando es el resultado de calcular el valor de la funcién f

evaluada en el mejor estimado de cada magnitud de entrada:

y="f(x1,x2,.xN) Ec.(11)

En algunas ocasiones se toma el mejor estimado de Y como el promedio de varios valores yj del
mensurando obtenidos a partir de diversos conjuntos de valores {Xi}j de las magnitudes de entrada
[16].

1.5.4 Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Una vez determinados el mensurando, el principio, el método y el procedimiento de medicion, se

identifican las posibles fuentes de incertidumbre [16], para ello nos guiaremos de la figura 1.
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Fig. 1. Diagrama para la estimacion de incertidumbres de la medicion
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Los factores que influyen en la incertidumbre son:

e Los resultados de la calibracion del instrumento.
e La incertidumbre del patron o del material de referencia.
e La repetibilidad de las lecturas.

e Lareproducibilidad de las mediciones por cambio de observadores, instrumentos u otros
elementos.

e Caracteristicas del propio instrumento, como resolucion, histéresis, deriva.

e Variaciones de las condiciones ambientales.

e La definicion del propio mensurando.

e Elmodelo particular de la medicion.
1.5.5 Cuantificacion
Se distinguen dos métodos principales para cuantificar las fuentes de incertidumbre: EI Método de
Evaluacion Tipo A esta basado en un analisis estadistico de una serie de mediciones, mientras el
Método de Evaluacion Tipo B comprende todas las demas maneras de estimar la incertidumbre [16].

a) Evaluacion tipo A:

La incertidumbre de una magnitud de entrada Xi obtenida a partir de observaciones repetidas bajo

condiciones de repetibilidad, se estima con base en la dispersion de los resultados individuales [16)

Si Xi se determina por n mediciones independientes, resultando en valores g1, g2, ..., gn, €l

mejor estimado xi para el valor de Xi es la media de los resultados individuales:

= 1
3 =q4q=—"24,

Ec.(12)
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La dispersion de los resultados de la medicién q1, 2, ..., qn para la magnitud de entrada Xi se

expresa por su desviacion estandar experimental:

n

> (q,-7)°

\n-1 4=

| 1
1

s(q) =

Ec.(13)

La incertidumbre estandar u(xi) de Xi se obtiene finalmente mediante el calculo de la desviacion

estandar experimental de la media:

s(q)

u(x,)=s(q)= i

Ec.(14)
Asi que resulta para la incertidumbre estandar de Xi:
1 7
n(x, }- Z(fh -q)’
1 n-1 6 Ec.(15)

Para una medicion que se realiza por un método bien caracterizado y bajo condiciones controladas,
es razonable suponer que la distribucion (dispersion) de los qj no cambia, 0 sea se mantiene
practicamente igual para mediciones realizadas en diferentes dias, por distintos metrélogos, efc.
(esto es, la medicion esta bajo control estadistico). En este caso esta componente de la
incertidumbre puede ser mas confiablemente estimada con la desviacion estandar sp obtenida de
un solo experimento anterior, que con la desviacion estandar experimental s(q) obtenida por un
numero n de mediciones, casi siempre pequefo.

La incertidumbre estandar de la media se estima en este caso por:

‘E Ec.(16)
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b) Evaluacion tipo B

Las fuentes de incertidumbre tipo B son cuantificadas usando informacién externa u obtenida por

experiencia. Estas fuentes de informacion pueden ser [16]:

o Certificados de calibracion.

° Manuales del instrumento de medicion, especificaciones del instrumento.
J Normas o literatura.

o Valores de mediciones anteriores.

Conocimiento sobre las caracteristicas o el comportamiento del sistema de medicion.

1.5.6 Distribuciones de probabilidad

La cuantificacion de una fuente de incertidumbre incluye la asignacion de un valor y la
determinacion de la distribucion a la cual se refiere este valor. Las distribuciones que aparecen mas

frecuentemente son [16]:

Distribucion normal.- Los resultados de una medicion repetida afectada por una 0 mas magnitudes
de influencia que varian aleatoriamente, generalmente siguen en buena aproximacion una
distribucion normal. También la incertidumbre indicada en certificados de calibracion se refiere

generalmente a una distribucién normal.

Distribucion rectangular:- En una distribucion rectangular cada valor en un intervalo dado tiene la
misma probabilidad, o sea la funcién de densidad de probabilidad es constante en este intervalo.
Ejemplos tipicos son la resolucion de un instrumento digital o la informacién técnica sobre
tolerancias de un instrumento. En general, cuando exclusivamente hay conocimiento de los limites
superior e inferior del intervalo de variabilidad de la magnitud de entrada, lo mas conservador es

suponer una distribucién rectangular.

Distribucion triangular:- Si ademas del conocimiento de los limites superiores e inferior hay
evidencia de que la probabilidad es mas alta para valores en el centro del intervalo y se reduce
hacia los limites, puede ser mas adecuado basar la estimaciéon de la incertidumbre en una

distribucién triangular.
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1.5.7 Reduccion

Antes de comparar y combinar contribuciones de la incertidumbre que tienen distribuciones
diferentes, es necesario representar los valores de las incertidumbres originales como
incertidumbres estandar. Para ello se determina la desviacion estandar de la distribucion

asignada a cada fuente [16].

Distribucion normal.- La desviacién estandar experimental de la media calculada a partir de los
resultados de una medicion repetida segun la Ec. (11) ya representa la incertidumbre estandar.
Cuando se dispone de valores de una incertidumbre expandida U, como los presentados por
ejemplo en certificados de calibracion, se divide U entre el factor de cobertura k, obtenido ya sea

directamente o a partir de un nivel de confianza dado

u(y,) =—

Ec.(17)

Distribucion rectangular:-Si la magnitud de entrada Xi tiene una distribucion rectangular con el

limite superior a+ y el limite inferior a-, el mejor estimado para el valor de Xi esta dado por:

a, +a. \‘
X, = ———
“ Ec.(18)

y la incertidumbre estandar se calcula por:

a, —a_
u(x;) = 2
} Ec.(19)
O por
a/2
u(x;) =—=
\/37 Ec.(20)

Donde a/2 es el semi-ancho del intervalo a con

Pag.26



a=a,-a

Ec.(21)

c¢) Distribucion triangular:-Como en una distribucién rectangular, para una magnitud de entrada Xi
que tiene una distribucion triangular con los limites a+ y a-, el mejor estimado para el valor de Xi

esta dado por:

a, +a.
X, = ;
“ Ec.(22)
La incertidumbre estandar se calcula en este caso por:
a,-a. a2
u(x;) = i/_ = j_
24 6
Ec.(23)

1.5.8 Combinacion

El resultado de la combinacion de las contribuciones de todas las fuentes es la incertidumbre
estandar combinada uc(y), la cual contiene toda la informacion esencial sobre la incertidumbre del
mensurando Y [16]. La contribucion wi(y) de cada fuente a la incertidumbre combinada depende de
la incertidumbre estandar u(xi) de la propia fuente y del impacto de la fuente sobre el mensurando.
Es posible encontrar que una pequena variacion de alguna de las magnitudes de influencia tenga un
impacto importante en el mensurando, y viceversa.

Se determina wi(y) por el producto de u(xi) y su coeficiente de sensibilidad ci (o factor de

sensibilidad):

u, (y) = ¢ - u(x,)

Ec.(24)
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1.5.9 Coeficiente de sensibilidad

El coeficiente de sensibilidad describe, qué tan sensible es el mensurando con respecto a
variaciones de la magnitud de entrada correspondiente. Para su determinacion existen dos métodos
[16]):

a) Determinacion a partir de una relacion funcional.- Si el modelo matematico para el
mensurando Y = f(X1, X2, ..., XN) describe la influencia de la magnitud de entrada Xi
suficientemente bien mediante una relacion funcional, el coeficiente de sensibilidad ci se

calcula por la derivada parcial de f con respecto a Xi:

af (Xy,...., Xy)
¢, = -
| ox, .
e e Ec. (25)
b) Otros métodos de determinacion.- Si la influencia de la magnitud de entrada Xi en el

mensurando Y no esta representada por una relacion funcional, se determina el coeficiente

de sensibilidad ci por una estimacion del impacto de una variacion de Xi en Y segun:

AY
AY

C"-—-

; Ec. (26)

Esto es, manteniendo constantes las demas magnitudes de entrada, se determina el cambio de Y

producido por un cambio en Xi por una medicién o a partir de la informacion disponible (como una

grafica o una tabla).

1.5.10 Propagacion de la incertidumbre para magnitudes de entrada no correlacionadas

En el caso de magnitudes de entrada no correlacionadas, la incertidumbre combinada uc(y) se

calcula por la suma geométrica de las contribuciones particulares [16]:
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ul(y) = i ui (¥)
i=1

Ec. (27)

Resulta finalmente:

Ec. (28)

La regla presentada en Ec. (28) es llamada ley de propagacion de incertidumbre. Note
que la ultima expresion en esta ecuacion se aplica cuando se dispone de la relacion

funcional entre Yy {Xi}.

1.5.11 Magnitudes de entrada relacionadas con mas de una fuente de incertidumbre

En la mayoria de los casos una magnitud de entrada Xi es afectada por varias fuentes de
incertidumbre, que pueden ser por ejemplo la resolucion del instrumento, la dispersion de datos
obtenidos por mediciones repetidas y la incertidumbre de la calibracion del instrumento. En este
caso hay dos maneras (equivalentes) de calcular la incertidumbre combinada [16].

a) Como primera alternativa, se calcula la incertidumbre total (combinada) relacionada con cada

magnitud de entrada Xi por la suma geométrica de las incertidumbres individuales:

u(x,) = [fz [".;("":)]‘
N Ec. (29)
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Donde wj(xi) es la incertidumbre estandar de la fuente de incertidumbre numero j de las Mi

fuentes relacionadas con la magnitud de entrada Xi. Después se introducen los valores de

u(xi)la Ec. (26).

b) Si uno esta interesado en ver el efecto particular que tiene cada una de las fuentes en la

incertidumbre combinada wc(y), cada fuente puede entrar individualmente en la Ec. (26),

sustituyendo el numero de magnitudes de entrada N en la suma por el numero total de fuentes

de incertidumbre. Cabe mencionar que el coeficiente de sensibilidad ci es igual para todas las

fuentes de incertidumbre relacionadas con la misma magnitud de entrada Xi.

u, (‘.}-v

élc* ‘T[u (x, }]

My,

=l J=1

Ec. (30)

Cuando el coeficiente de sensibilidad ci es cero o cuando la funcién no admite una representacion

lineal adecuada (unicamente con la primera derivada) en el intervalo +u(xi) es conveniente y aun

indispensable considerar términos de segundo orden (que dependen de las segundas derivadas).

1.5.12 Calculo con incertidumbres relativas

Si el modelo matematico se compone de productos de las magnitudes de entrada Xi:

N
f[xYl,.-..xYN') = coilist - H(‘Y,- )P'
i=l

Ec. (31)

Donde const es una constante y los exponentes pi son constantes reales (positivas 0 negativas), el

calculo (numérico) de la incertidumbre combinada se facilita utilizando incertidumbres relativas. Los

coeficientes de sensibilidad en este caso son pi, y la ley de propagacion de incertidumbre EC. (22),

para calcular la incertidumbre combinada relativa urei(y) se simplifica:

u,(y

"c,rd (,v) = _T_

Ve

Btk - Vz{' o]

Ec. (32)
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Un caso particular muy comun es que todos los exponentes pi son +1 0 -1, 0 sea Y es un producto
0 cociente de las magnitudes de entrada, puesto que en este caso los coeficientes de sensibilidad
son 1y la incertidumbre combinada relativa ueei(y) es la suma geométrica de las incertidumbres

relativas de las magnitudes de entrada [16]:

_— - —
’Jf_ff; (}) - J: [“-l'ﬂ. tll Jl.]:

=1

Ec. (33)

1.5.13 Propagacion de la incertidumbre para magnitudes de entrada correlacionadas

Si algunas de las magnitudes de entrada estan correlacionadas, hay que considerar las covarianzas

entre las magnitudes correlacionadas y EC. (24) se modifica a:

[Z -u 28—\ &— (%) u(x;) r(4;,.4)

I=l " 1=l
e Ec. (34)

Donde r(Xi, Xj) es el factor de correlacion entre las magnitudes de entrada Xiy Xj.

Desde el punto de vista estadistico, dos variables son independientes cuando la probabilidad
asociada a una de ellas no depende de la otra, esto es, si q y w son dos variables aleatorias
independientes, la probabilidad conjunta se expresa como el producto de las probabilidades de las

variables respectivas.

plg.w)= plq)- p(w)

Ec. (35)

Frecuentemente, se encuentran magnitudes de entrada que no son independientes. La
independencia lineal de dos variables puede estimarse estadisticamente con el coeficiente de

correlacion.
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u(q.w)

7'( vl =
i u(q)- ulo)

Ec. (36)

En el denominador aparecen las incertidumbres estandar de las variables aludidas y en el
numerador la covarianza de las mismas.

La covarianza puede ser estimada a partir de un conjunto de n valores de qy w segun:

(g - 7))

n(n-1) £

u(q.w) =

e
—

— Ec. (37)

Un valor de r =0 indica independencia de q y w. Los valores de r= +1 0 -1 indican una correlacion
total [16].

1.5.14 Incertidumbre expandida

La forma de expresar la incertidumbre como parte de los resultados de la medicién depende de la
conveniencia del usuario. A veces se comunica simplemente como la incertidumbre estandar
combinada, otras ocasiones como un cierto numero de veces tal incertidumbre, algunos casos
requieren se exprese en términos de un nivel de confianza dado, etc. En cualquier caso, es

indispensable comunicar sin ambigiiedades la manera en que la incertidumbre esta expresada [16].

1.5.15 Factor de cobertura y nivel de confianza

La incertidumbre estandar uc representa un intervalo centrado en el mejor estimado del
mensurando que contiene el valor verdadero con una probabilidad p de 68% aproximadamente,
bajo la suposicién de que los posibles valores del mensurando siguen una distribucién normal.

Generalmente se desea una probabilidad mayor, lo que se obtiene expandiendo el intervalo de
incertidumbre por un factor k, llamado factor de cobertura. El resultado se llama incertidumbre

expandida U
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U=k-u,

Ec. (38)

La incertidumbre expandida U indica entonces un intervalo que representa una fraccion p de los

valores que puede probablemente tomar el mensurando. El valor de p es llamado el nivel de

confianza y puede ser elegido a conveniencia.

En el medio industrial, a menudo se elige el nivel de confianza de manera tal que corresponda a un
factor de cobertura como un numero entero de desviaciones estandar en una distribucion normal
[16].

1.5.16 Distribucion t de Student

Frecuentemente, los valores del mensurando siguen una distribucién normal. Sin embargo, el mejor
estimado del mensurando, la media (obtenida por muestreos de n mediciones repetidas) dividida
entre su desviacion estandar, sigue una distribucion llamada t de Student, la cual refleja las
limitaciones de la informacion disponible debidas al numero finito de mediciones. Esta distribucién
coincide con la distribucion normal en el limite cuando n tiende a infinito, pero difiere

considerablemente de ella cuando n es pequena.

La distribucién t de Student es caracterizada por un parametro n llamado numero de grados de
libertad.
Considerando lo anterior, es necesario ampliar el intervalo correspondiente al nivel de confianza p,

por lo que la Ec. (38) se transforma a.

U=t,(v)u,

Ec. (39)

El factor tp(v) indica los limites del intervalo correspondiente al nivel de confianza p de la

distribucion y su valor siempre es mayor o igual que el factor k (tomado de la distribucién normal).

Cuando se combinan varias fuentes de incertidumbre con sus respectivas distribuciones para

obtener la incertidumbre combinada uc del mensurando, el Teorema del Limite Central permite
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aproximar la distribucién resultante por una distribucion normal. La aproximacion sera mejor
mientras mas grande sea el numero de fuentes y sus contribuciones sean similares,

independientemente de la forma particular de sus distribuciones.

Nuevamente, la disponibilidad limitada de informacion hace necesario el uso de la distribucion t de
Student para determinar la incertidumbre expandida de manera rigurosa (con la suposicion de que
los valores del mensurando obedecen una distribucién normal).

Cuando sdlo es relevante la contribucion de una fuente cuya distribucion no sea normal, lo mas
conveniente es estimar la incertidumbre expandida directamente de los parametros de la
distribucion [16].

1.5.17 Grados de libertad

De cierta manera el numero n de grados de libertad asociado a una distribucion de una magnitud (Xi
o Y) puede considerarse una medida de incertidumbre de la incertidumbre de esa magnitud. Entre
mayor sea n la estimacion de la incertidumbre serd mas confiable.

El numero efectivo de grados de libertad nef del mensurando considera el numero de grados de
libertad ni de cada fuente de incertidumbre.

En las incertidumbres tipo A, ni depende directamente del numero de datos considerados y
disminuye conforme el numero de parametros estimados a partir de los mismos datos. La
repetibilidad de una medicion, estimada por la desviacion estandar experimental de n lecturas tiene
n-1 grados de libertad. Una regresion lineal de M puntos mediante una ecuacién de m parametros
tiene M-m grados de libertad.

La determinacion del numero de grados de libertad de una incertidumbre tipo B implica el criterio del
metrologo soportado por su experiencia, aun cuando sea subjetiva, para determinar la incertidumbre
relativa de la propia incertidumbre, y calcular el numero de grados de libertad para esa fuente

especifica i con la ecuacion :

Ec. (40)
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La cantidad Du(xi) es una estimacion de la incertidumbre de la incertidumbre u(xi) de la fuente i
cuantificada por el metrélogo. Es recomendable aproximar el resultado del calculo con la ecuacion

anterior al entero cercano mas bajo.

El nimero efectivo de grados de libertad se calcula segun la ecuacion de Welch-Satterthwaite, aun
cuando existan observaciones sobre su validez merecedoras de atencion, la cual puede escribirse

en términos de la relacion entre la contribucion de la fuente iy la incertidumbre combinada como:

Ec. (41)

Si el valor de nefresultante no es entero, generalmente se considera nef como el entero menor mas

proximo.

Un andlisis de la ecuacion anterior muestra el dominio de las fuentes con pocos grados de libertad
en el célculo de nef , sobre todo de aquellas cuyas contribuciones son grandes a la incertidumbre
combinada. De hecho una fuente cuya contribucion es alta y con pocos grados de libertad, es
determinante del valor de nef [16].

1.5.18 Incertidumbre expandida

Resumiendo, de manera rigurosa la incertidumbre expandida se calcula de acuerdo a la ecuacion:

U=u_ 'fph'ﬂr :'

Ec. (42)

Donde tp(vef) es el factor derivado de la distribucion t de Student a un nivel de confianza p y nef
grados de libertad y obtenido de tabla 2 [1]. Comparando la Ec. (36) con la Ec. (37) es evidente que
el factor de cobertura k de la Ec. (36) corresponde al valor de tp(vef). Frecuentemente, cuando nef

es suficientemente grande, no se encuentra diferencia significativa en los resultados numéricos
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obtenidos con la Ec. (37) para un p dado de aquéllos obtenidos con la Ec. (36) tomando k de la
distribucion normal para el mismo p. Una buena practica es realizar el calculo riguroso con la Ec.

(37) y entonces decidir sobre la conveniencia de usar simplemente la Ec. (36) [16].

Expresion de la incertidumbre

Es expresar los resultados de sus mediciones con un nivel de confianza no menor al 95%, en vista
de la costumbre en laboratorios similares.

Es dificil asegurar un valor preciso de la incertidumbre debido a las multiples aproximaciones
realizadas durante su estimacion. Por ello, generalmente los valores de tp(vef) para p = 95% se
aproximan por los que corresponden a tp(vef) para p = 95,45% con el fin de obtener un valor de k =
2,00 en el limite de una distribucién normal.

Los valores de tp(vef) para p=95,45% se muestran en la siguiente tabla 2:

TABLA NO 2: Valores de tp(vef) para p=95,45%

v 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 20 | 50 | 100

tp(vef)| 13.97| 4.53 | 3.31 | 2.87 | 265 | 2.52 | 243 | 237 | 232 | 228 | 2.13 | 2.05 | 2.025

2.00

La expresion de la incertidumbre expandida U incluye su indicacion como un intervalo centrado en el
mejor estimado y del mensurando, la afirmacion de que p es del 95% (o el valor elegido)
aproximadamente y el numero efectivo de grados de libertad, cuando sea requerido. Una manera de

expresar el resultado de la medicion es:

Ec. (43)

El numero de cifras significativas en la expresion de la incertidumbre es generalmente uno, o dos
cuando la exactitud es alta (si la primera cifra significativa es uno o dos, cabe la posibilidad de usar
un digito mas para evitar la pérdida de informacidn util). Ademas debe asegurarse que el numero de

cifras significativas del valor del mensurando sea consistente con el de la incertidumbre [16].
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CAPITULO SEGUNDO

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL DE LA VALIDACION DE
PROTEINAS EN MUESTRA DE HARINA DE
PESCADO
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a. Muestras de trabajo

Para la realizacion del presente trabajo se contd con muestras de harina de pescado

pulverizadas a 0.5 mm. De diametro.

b. Aparatos y materiales

Equipo analizador de Proteina via Combustion (LECO FP 528), este instrumento esta

equipado con las siguientes condiciones:

e Homo de Combustidon: Para la combustion de la muestra en oxigeno puro
aproximadamente a 950°C.

e Horno de Reduccion: Para convertir el gas NOx en nitrdgeno aproximadamente a
750°C.

e Filtros de absorcion de agua y COs.

o  Detector: Detector de conductividad térmica para medir el contenido de nitrégeno en la
muestra.

e Balanza analitica con 1 mg de precision.

e Estandares y reactivos, a continuacién en la Tabla 3 y 4 se detalla los estandares y

reactivos utilizados.

TABLA NO 3: Estandares utilizados para el desarrollo del método: Determinacion
de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas)

Armonizado a Kjeldahl.

ESTANDAR CONCENTRACION | TOLERANCIA | PUREZA | MARCA  LOTE
ACIDO : S52358
NEOTIEo 11.372% N +7-0.150 90 | MERCK o0 |
L-LISINA
MONOCLORHIDRAT 15.330% N +7-0.150 996 | MERCK Ki%%”
ADO
EDTA 9.580 +1-0.020 99.0 LECO 1052
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TABLA NO 4: Reactivos utilizados para el desarrollo del método: Determinacién
de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas)
Armonizado a Kjeldahl.

REACTIVO LOTE MARCA
N-CATALYST 901 LECO
FURNACE 207 LECO

REAGENT(CaCO3)

MAGNESIUM OXIDE 810 LECO
COPPER STICKS 1619 LECO
LECOSORB 78001 LECO
ALUMINA OXIDE 901 LECO
COPPER TURNINGS 1 LECO

A continuacion en el Diagrama 4.2 se presenta el proceso de analisis del porcentaje de

proteina en muestra de harina de pescado.
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Fig. 2. Diagrama de flujo del proceso de determinacion de porcentaje de proteina en

muestras de harina de pescado
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Se verifica que el sistema de chequeo
del equipo muestre diferencias de
presion menores a 4 atm. Para helio y
oxigeno.

Para estabilizar al equipo y limpiar
cualquier impureza que exista de
algln analisis anterior.

Se realiza con estandares
certificados o patrones
caracterizados en el laboratorio

Se pesa aproximadamente
0.29. De muestra

El equipo lee el porcentaje de
nitrdgeno presente en la muestra y lo
convierte a porcentaje de proteina
multiplicando la cantidad de nitrégeno
por el factor 6.25.
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PASO 1: Chequeo de fugas de presion del equipo LECO FP 528.

Fig. 3 el sistema de chequeo del equipo para continuar con el analisis debe existir una
diferencia de presion menor a 4 atm en un tiempo de analisis de 60 segundos. Para helio y
oxigeno.

PASO 2: Analisis de blancos

Fig. 4. Se analizan blancos para estabilizar al equipo y limpiar cualquier impureza que exista de
algun andlisis anterior, al finalizar el andlisis de los blancos y obtener una diferencia entre los
valores de los blancos menor a 0.05% de proteina se procede a analizar la curva de calibracion.
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PASO 3: Pesar patrones con diferentes concentraciones para realizar la curva de

calibracion.

Fig. 5. Se realiza con estandares certificados o patrones caracterizados en el laboratorio que
poseen una  concentracion de proteina caracterizada u con una variacion ya determinada.

PASO 4: Analizar la muestra pulverizada

Fig. 6. Se pesa aproximadamente 0.2g. De muestra que luego es analizada por el equipo.
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PASOQ 5: Lectura del porcentaje de nitrégeno. El nitrégeno es leido en una celda de termo
conductividad, obteniendo un espectro como el que se muestra en la Fig. 4.7, el software del
equipo integra el area que encierra el espectro y lo convierte a porcentaje de nitrdgeno. Este
porcentaje de nitrdgeno multiplicado por un factor de 6.25 es transformado a porcentaje de

proteina.
% PROTEINA = % NITROGENO X 6.25 Ec. (44)

Fig. 7. El equipo lee el porcentaje de nitrogeno presente en la muestra y lo convierte a

porcentaje de proteina multiplicando la cantidad de nitrdgeno por el factor 6.25

(2]
08289.1 T Y] R T T T sy LLJON0N0 05 M- 05 p.m._[6.2500
08269.2 jname N1z G268 (11096 156 AT LIOA000 05 27 16 pm. 62500 |
08297.1 [o30eq 113 6 RSy [10ses 1158 SYSTET0 1204000 OF: 3037 pm. I8 2500
08285.1 02019 |14 [e4.598 10336 |166 s 1042010 0% 33 B p m. (6 250
08285.2 10.2009 115 67.264 _ 110.762 166 {3553 120472010 0% 345 0m. nzau;-
HAECO 82  lo2021 |16 l63.211 _ 10.114 166 \S332260 13042000 0% (eSO
Blark 0.2500 {17 -0.37133  |0.05941  |165 11938934 130400 DS 4T A3 pm, A TN |
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CAPITULO 3:

DESARROLLO DE LA VALIDACION DEL
METODO EMPLEADO PARA DETERMINAR
EL PORCENTAJE DE PROTEINA EN
MUESTRA DE HARINA DE PESCADO
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2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA DE HARINA DE PESCADO

Se seleccionan muestras de Harina de Pescado en diferentes niveles de concentracion de proteina,
los cuales se analizan por el método: Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado
segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kijeldahl, realizandose seis lecturas por tres analistas.

En la tabla N° 5 se muestra los resultados obtenidos para ser usados en la validacion.

Tabla de datos validos: Resultados de Proteina por el método Determinacion de Proteina Cruda

en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl.

TABLA NO 5: Datos obtenidos por tres analistas en tres distintos niveles de concentracion de

proteinas.

ler 2do 3 4t t i
Analista ol = 210 bto Promedio

resultado | resultado | resultado | resultado | resultado | resultado | General
Nivel 1
57.39 57.26 57.31 57.42 57.48 57.19 57.34
57.55 57.18 57.49 57.61 57.05 56.94 57.3
57.24 57.36 56.93 57.18 57.06 57.24 57.17
Nivel 2
63.50 63.44 63.37 63.41 63.61 63.49 63.47
63.85 63.50 63.50 64.01 63.60 63.91 63.73
63.39 63.90 63.78 63.38 63.36 63.57 63.56
Nivel 3
70.14 69.99 70.06 70.17 70.05 70.13 70.09
69.95 69.90 69.89 70.05 69.75 70.04 69.93
70.20 70.13 69.91 69.94 70.38 70.27 70.14
Nivel 4
76.45 76.35 76.46 76.49 76.71 76.47 76.49
76.03 76.07 76.36 76.25 76.27 76.43 76.23
3 76.20 76.43 76.27 76.4 76.35 76.31 76.33
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2.2 ESCRUTINIO DE RESULTADOS PARA DETERMINAR LA CONSISTENCIA DE VALORES
REZAGADOS, ERRATICOS O ATiPICOS.

Esta evaluacion se realiza antes de proceder a la evaluacion estadistica para eliminar datos
inconsistentes. Debido a las caracteristicas del método (unico método desarrollado en el pais),
tomaremos la reproducibilidad intermedia como una aproximacion a la reproducibilidad del

laboratorio basandonos en la norma técnica peruana ISO/NTP IEC: 2005.

2.2.1 Célculo de la Estadistica de Consistencia en el laboratorio (MANDEL: h, entre analistas),
indicandonos que tan alejado esta el valor obtenido por un analista respecto al promedio de
los demas analistas y de Consistencia dentro del Laboratorio (MANDEL: k, dentro de
analistas), indicandonos que si alguno de los analistas tiene un valor de k mas grande
posee un repetibilidad mas pobre que los demas analistas. Calculo de la estadistica de la

consistencia entre analistas, h, para cada analista (ISO 5725-2/7.3.1.1).

hi: Xi'Xm
V(1p-1)5P it (Xi - Xm)?

c.(45)

Donde:

Xi, es el promedio de datos de un analista.
Xm, €s el promedio de todos los analistas participantes.

P, es el numero de analistas participantes.
La consistencia estadistica en el laboratorio (aplicado en condiciones de repetibilidad intermedia

para cada analista) se calcula con el estadistico k mediante:

ki = Stii
Y

Ec.(46)

Donde:

SL,1, es la desviacion estandar de repetibilidad dentro de los valores obtenidos por un analista.

Sr, es la desviacion estandar de repetibilidad
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Los valores criticos y los resultados se presentan en la tabla N ° 6 y 7 respectivamente:

TABLA NO 6: Valores Criticos h, k

Valores h k
1% 1.15 1.49
5% 1.15 1.37

TABLA NO 7: Resultados de hy k para el ensayo de muestra realizadas con el
método Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC
990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl.

Muestras Analista h k
1 0.77 0.55
1 2 0.36 1.34
3 -1.13 0.78
1 -0.89 0.43
2 2 1.08 1.16
3 -0.19 1.21
1 0.33 0.53
3 2 -1.12 0.85
3 0.79 1.31
1 1.07 0.97
4 2 -0.90 1.27
3 -0.17 0.67

En la tabla N° 7 se tienen los valores de hy k para cada muestra, calculados. Todos estan dentro

de los valores criticos tanto al 1% y al 5%.(No hay ningun valor inconsistente)

El andlisis de las figuras 8y 9 de hy kindican que los resultados no son marcadamente diferentes

de los otros, por tanto conservaremos los datos por el momento.
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Fig. 8. Valores de h para los resultados de proteina

ESCRUTINIO
1.50 - i S—

1.00 :
050 I I
0.00 | . . - i

(] O

-0.50 -

Estadistica de Mandel h

-1.00

-1.50

Fig. 9 Valores de k para los resultados de proteina

ESCRUTINIO
2.00
® 1.50 =
B
i 1.00
=
T
g N I HI l I |
0.00 l
-0.50

2.2.2 Prueba numeérica para dar validez a los resultados - Prueba de Cochran

La prueba de Cochran la aplicaremos para identificar valores rezagados, erraticos o atipicos.

Utilizaremos la siguiente férmula en condiciones de reproducibilidad intermedia:
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2
S max

Zpi:l'sei

Ec.(47)

Donde: SZmax €s la maxima desviacion estandar del grupo y 2Pi1S% es la suma de todas las
desviaciones.

Los valores criticos y los resultados se presentan en la tabla 8 y 9 respectivamente:

TABLA NO 8: Valores Criticos de la Prueba de Cochran

Valores Criticos

1% 0.793

5% 0.707

TABLA NO 9: Resultados de Cochran para el ensayo de muestras realizadas con el método
Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segin AOAC 990.03 (Dumas)

Armonizado a Kjeldahl.

Promedio| Prueba
Nivel por de
analista |Cochran

57.34

1 57.30 0.694
57.17
63.47

2 63.73 0.49
63.56
70.09

3 69.93 0.664
70.14
76.49

4 76.23 0.535
76.33




La aplicacién de la prueba de Cochran muestra que no hay ningun valor rezagado. Todos los

valores obtenidos estan dentro de los valores criticos.

2.2.3 Prueba numérica de observacion de valores erraticos o atipicos-prueba de Grubbs

en condiciones de reproducibilidad intermedia.

Los valores criticos y los resultados se presentan en la tabla 10 respectivamente: Para verificar que
nuestra serie de datos, alguno o algunos de los valores no difieran del resto de forma inexplicable
(errores crasos) se aplica un contraste de datos andmalos, en el cual se plantea la hipdtesis nula
HO: todas las medidas proceden de la misma poblacion, que se prueba mediante el contraste de
Grubbs (formalmente simbolizado por una G, aunque a veces se emplea una T). Se ordenan los
datos de menor a mayor y por definicion los valores sospechosos seran el valor minimo y el valor

maximo, para los cuales se aplica la siguiente férmula:

GL Valor sospechoso -Ygrodeio

J Ec.(48)
G= | Valor sospechosomin -Ypromedio l

5 IEc.(49)

Donde;:

Valor sospechoso, es aplicado para el maximo valor y el minimo valor de la serie de datos.

Y promedio, es el promedio de valores de la serie.

S, es la deviacion estandar de la serie de datos.

Se acepta la hipdtesis nula si G calculado es menor que el valor critico para una probabilidad de

0,05 (nivel de confianza del 95%) y n mediciones
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TABLA NO 10: Valores Criticos de la prueba de Grubbs

Valores Criticos

1% 1.1585

5% 1.155

TABLA NC 11: Resultados de Grubbs para el ensayo de muestras

Promedio Prueba
Muestras por S de
analista Grubbs
57.34 0.11 0.773
1 57.30 0.28

57.17 0.15 | -1.129
63.47 0.08 1.08

2 63.73 0.22
63.56 0.23 | -0.894
70.09 0.07 0.792
3 69.93 0.1
70.14 0.19 | -1.124
76.49 0.12 1.074
4 76.23 0.16
76.33 0.08 | -0.904

La aplicacion de la prueba de Grubbs muestra que no hay ningun valor erratico o atipico.
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23 NORMALIDAD Y HOMOGENEIDAD DE LOS DATOS

Muchos eventos reales y naturales tienen una distribucion de frecuencias cuya forma es muy
parecida a la distribucion normal. La distribucion normal es llamada también campana de Gauss por

su forma acampanada.

2.3.1 Normalidad de los datos (Prueba de Anderson-Darling)

Para evaluar si los datos generados siguen una distribucion normal se utiliza el Test de Anderson-

Darling. Esta prueba se realiza haciendo un grafico con los residuales de los datos obtenidos.
Asuncion: La muestra es una muestra aleatoria
Hipdtesis:
Ho: La muestra aleatoria tiene una distribucion normal
Ha: La funcién de distribucion de los Y no es normal
Regla de Decisién: Se rechaza Ho a un nivel de significacion aproximado de 0,05 si p-value es

inferior a 0.05

En la fig. 5.1, se observa los graficos de probabilidad de los residuos que indica que la distribucién
de los mismos se ajusta de forma suficiente a la curva normal. La diagonal principal representa a la

distribucion normal tedrica donde los residuos muestreales se ajustan a esta diagonal.

En ninguno de los graficos aparecen desviaciones entre ambas distribuciones (la tedrica y la

muestreal)

Ademas, segun el Test de Anderson-Darling se obtiene valores de p-value mayores de 0.05 por lo

que las muestras tienen una distribucion normal.

Pag.52



TABLA NO© 12: Residuales de los datos obtenidos por el método Determinacion de Proteina

Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl.

Muestra 1

Analista pr°§/f"”a RESH
1| 57.388 | 0.048
1| 57.260 | -0.082
1| 57311 | -0.082
1| 57415 | 0.078
1 | 57.480 | 0.138
1| 57.187 | -0.152
2 | 57546 | 0247
2 | 57182 | -0.123
2 | 57486 | 0.187
2 | 57610 | 0307
2 | 57.051 | -0253
2 | 56.937 | -0.363
3 | 57.037 | 0072
3 | 57.358 | 0192
3 | 56925 | -0.238
3 | 57.182 | 0.012
3| 57.057 | -0.108
3 | 57.238 | 0.072
Muestra 3

Analista P’°$f”a RESI1
1| 70441 | 0.05
1| 69.986 | -0.1
1| 70057 | -0.03
1| 70470 | 0.08
T | 70.045 | -0.04
T | 70126 | 004
> | 69954 | 002
2 | 69.903 | -0.03

Muestra 2

Analista | PO | RESI1
1 63.497 0.03
1 63.443 | -0.03
1 63.374 -0.1
1 63.409 | -0.06
1 63.608 0.14
1 63.493 0.02
2 63.849 | 0.122
2 63.504 | -0.228
2 63.500 | -0.228
2 64.006 | 0.282
2 63.599 | -0.128
2 63.906 | 0.182
3 63.391 | -0.173
3 63.903 | 0.337
3 63.776 | 0.217
3 63.378 | -0.183
3 63.361 | -0.203
3 63.567 | 0.007

Muestra 4

Analista Proz/ejlna RESI1
1 76.448 | -0.038
1 76.351 | -0.138
1 76.457 | -0.028
1 76.492 | 0.002
1 76.714 | 0.222
1 76.468 | -0.018
2 76.028 | -0.205
2 76.066 | -0.165
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2 69.886 | -0.04 2 76.358 | 0.125
2 70.045 0.12 2 76.246 | 0.015
2 69.746 | -0.18 2 76.270 | 0.035
2 70.044 0.1 2 76.426 | 0.195
3 70.203 | 0.062 3 76.202 | -0.127
3 70.125 | -0.008 3 76.426 | 0.103
3 69.910 | -0.228 3 76.270 | -0.057
3 69.936 | -0.198 3 76.403 | 0.073
3 70.379 | 0.242 3 76.350 | 0.023
3 70.271 | 0.132 3 76.312 | -0.017

Graficos de probabilidad de normalidad correspondientes a las muestras analizadas por el método

Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado
a Kjeldahl.
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Fig. 10 Graficos de probabilidad que muestran la normalidad de los datos realizados en los

cuatro niveles de concentracion de proteina (tabla N° 12)

Muestra 1 Muestra 2
Normal Probability Plot Normal Probability Plot
.999 999
.99 - 99 o
.95 95
»
Z .80 4 — 2 80 -
| 504 e 50 4
ﬁ 20 ] 5 20 4 .
£ - = & -
.05 4 054 ®
01 4 01
001 - 001
0.1 0.0 0.1 02 0.1 00 0.1 02 0.3
RES!113 RESI2
Average' 0 Anderson-Darling Normality Test Average 00000000 Anderson Dasling Nomaiity Tes!
StDev: 0.0992472 A-Squared 0.190 StDev" 0 179643 A-Squared 0 332
N6 P-Value: 0.81% N 18 P-Value 0477
Muestra 3 Muestra 4
Normal Probability Plot Normal Probability Plot
999 A 999 -
99 1 99 4
95 ; 95 o
Z 80 1 2 80 -
E .50 o -‘g 50 4
- =
£ 2 . s 209 /
.05 A 054 2
.01 .01 4
001 - 001 4
02 0.1 0.0 0.1 02 02 0.1 0.0 0.1 0.2
RESI3 RESI4
Average: 0 0000000 Andarson-Daring Normasly Test Average’ 0 Anderson-Daring Normaltty Test
StDev 0 122686 ASquared 0270 StDev: 0 116661 A-Squared 0 203
N 18 P-Valwe 0635 N 18 P.Value 0854

Pag.55




2.3.2 Homogeneidad de los Datos

En las pruebas paramétricas de estadistica, como la t de Student y el andlisis de varianza de
Fischer, se exige como requisito previo la homogeneidad de las varianzas. Esta técnica es un

valioso auxiliar para decidir la homogeneidad o heterogeneidad del error estadistico.

Al respecto, se debe considerar que la varianza corresponde a la suma de las diferencias de los
valores individuales en relacién con el promedio, elevadas al cuadrado y divididas entre los grados

de libertad, es decir, son variaciones alrededor de la medida de tendencia central.

Técnica Numérica de Homogeneidad de Varianzas. Prueba de Barlett, debido a los datos que se

tiene (datos normales).

La estadistica de la prueba es:

9
Xo? = 2.3026° ¢ Ec. (50)
Donde:
q = (3 (mi)- p)* Log o (5,7)- (X (n, =1)* log,, 5,*)
Ec. (51)
[;]*(Z[u, -1 = (X n)-p) I)
_ . \3%(p-1)
. Ec. (52)
(Z(n,. _l)*S‘z)
So2- 2P |5
Siendo:

2
5" . Varianza musstrela de la i-ésima poblacion.

n :Numero de resultados de ensayo obtenidos por un analista en un nivel.
p : Numero de analistas que participan en la prueba.
Grados de Libertad (p-1) = 2
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Xc? =5.99 (valor critico)

Hipotesis

Ho : Existe Homogeneidad de variancias

Ha: Al menos una variancia es diferente de las deméas

Regla de Decision.-El valor de q es grande cuando hay una gran diferencia entre las variancias
muestreales Si2 y es igual a cero si todas las Si2 son iguales. Por lo tanto debe rechazarse Ho para

valores grandes de X02, en otras palabras se rechaza Ho si:

Xo? mayor que X¢2

TABLA NO© 13: Resultados de la Prueba de Bartlett

Muestra | Sp? q c Xo? Xc?
1 0.04 2.06 1.09 4.35 5.99
2 0.04 2.15 1.09 4.56 5.99
3 0.02 1.96 1.09 415 5.99
4 0.02 0.82 1.09 1.73 5.99

Como se puede observar en la tabla N ° 13, X,2 es menor que X¢2 en todos los casos, por lo tanto

se aprueba Ho: existe Homogeneidad de Variancias en las muestras trabajadas.
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2.4 PRECISION DEL METODO

Luego de determinar que no existe ningun valor rezagado o atipico y ademas los resultados siguen
un comportamiento normal se procede a determinar la precision, hallando la desviacién estandar de
repetibilidad y reproducibilidad, asi como también la desviacion estandar relativa de repetibilidad y

desviacion estandar de reproducibilidad.

Evaluacion de la desviacion estandar de repetibilidad y desviacion estandar de
reproducibilidad: Célculo de la Media General (m), Desviacion Estandar de Repetibilidad (Sr) ¥
Reproducibilidad (Sr).

TABLA N© 14: Resultados de la media general. Desviacion Estandar de Repetibilidad y
Reproducibilidad

Nivel Promedio de Analista Promedio S, Sa
1 2 3
1 57.34 57.3 57.17 57.27 0.196 0.201
2 63.47 63.73 | 63.56 63.59 0.19 0.217
3 70.09 | 69.93 | 70.14 70.05 0.132 0.162
4 76.49 | 76.23 | 76.33 76.35 0.124 0.172
Media 0.16 0.188

Graficamente se tiene:

Fig. 11. Tendencia de la Desviacion Estandar de Repetibilidad (S)

Desviacion Estandar de Repetibilidad vs Proteina

—

0.150 e

55 60 65 70 75 80
Proteina %
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Fig. 12. Tendencia de la Desviacion Estandar de Reproducibilidad (SR)
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De la fig. 5.2 se tiene que la Desviacion Estandar de Repetibilidad es el promedio: Sr = 0.160

De la misma manera se determina que no hay una tendencia de la Desviacion Estandar de
Reproducibilidad en los deferentes niveles de proteina por lo que se asume que es el promedio: SR
=0.188

Evaluacion de la desviacion estandar relativa de repetibilidad y desviacion estandar relativa
de reproducibilidad: Calculo de la Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad (DSR:) y
Reproducibilidad (DSR).

TABLA NO 15: Resultados de la Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad y Desviacion
Estandar de Reproducibilidad

Muestra Promedio (%) [RSD, RSDr
1 57.27 0.205 0.324
2 63.59 0.315 0.307
3 70.05 0.369 0.337
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Muestra Promedio (%) |RSD: RSDr

4 76.35 0.268 0.388

Media 0.289 0.339

En las fig. N° 5.4 y 5.5 se tiene la tendencia de la Desviacién Estandar Relativa de Repetibilidad y
Reproducibilidad respectivamente. Se observa que no hay una tendencia en ambas desviaciones

relativas por lo que:
La Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad es el promedio:
DSR; = 0.289
Asi como también la Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad:
DSRa = 0.339

Fig. 13 Tendencia de la Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad

Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad vs proteina
0.400 —_—

0.300
0.200

0.100

0.000 +— — -
55 60 65 70 75 80

Proteina %
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Fig. 14 Tendencia de la Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad

Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad vs proteina
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0.100

Desviacion Estandar Relativa
de Repetibilidad

0.000
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Proteina %

Evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad:

TABLA NO 16: Resumen de la Repetibilidad y Reproducibilidad por niveles

Promedio |
Muestra r R
(%)
1 57.27 0.55 0.56
2 63.59 0.53 0.61
3 70.05 0.37 0.45
4 76.35 0.35 0.48
Media 0.45 0.53

Limite de Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad y Limite de Desviacion Estandar Relativa
de Reproducibilidad
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El Limite de Desviacién Estandar Relativa de Repetibilidad es:
LDSRr=28xDSRr  Ec.(54)
De la ecuacién Ec.(54) se obtiene el siguiente resultado
LDSRr=2.8x0.289 = 0.810 %
El Limite de Desviacion Estandar Relativa de Reproducibilidad es:
LDSRR=28xDSR  Ec.(55)
De la ecuacién Ec.(55) se obtiene el siguiente resultado

LDSR R = 2.8 x 0.339 = 0.949 %, entonces cuando se repita el analisis de una muestra en
condiciones de reproducibilidad, la desviacion estandar de reproducibilidad no tendra que ser mayor
a 0.949% de proteina.

2.5 VERACIDAD DEL METODO DE ENSAYO

Comparacion con otro método o un Valor de Referencia en dos o mas muestras de diferente
concentracién T-PAREADA.

De esta forma analizaremos si existe una diferencia significativa entre los valores que se obtienen
del método AOAC 984.13 y los valores del método AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a
Kjeldahl(método candidato).

Primero analizaremos los datos para ver si existe alguna correlacion entre los dos métodos con el

fin de determinar una constante que pueda relacionarme un método con el otro.
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TABLA N© 17: Comparacion del Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado

segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl vs. AOAC 984.13

Método Método
Muestra AOAC Candidato
984.13
1 60.23 60.11
2 64.77 64.88
3 66.27 66.52
4 63.98 63.83
5 66.59 67.41
6 60.35 60.45
7 63.92 64.29
8 60.24 60.04
9 63.74 64.29
10 66.52 66.72
11 59.83 60.17
1 60.44 60.13
13 63.94 63.63
14 67.01 67.05
15 64.32 64.64
16 64.04 64.18
17 66.75 66.99
18 67.11 66.67
19 59.77 60.19
20 68.56 68.63
21 67.10 66.86
22 67.10 66.86
23 60.18 59.71
24 69.88 69.83
o5 64.15 64.05
2% 66.68 66.44
27 67.62 67.35
28 59.85 60.09
29 68.85 68.68
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Prueba de hipétesis para la correlacion entre métodos
Ho: r = 0 (No existe correlacion entre el método AOAC 984.13 y el método candidato)

Ho: r 2 0 (Existe correlacion lineal)

S, | Ec. (56)

(57)

Donde los valores para r2, N son los siguientes:

r2 = 0.9902589299,
N=29
r=0.99511755

Fig. 15. Prueba de correlacion entre los métodos de Determinacion de Proteina Cruda en
Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado a Kjeldahl vs. AOAC 984.13

Prueba de Hipotesis para la Correlacion
72

70

68
y = 0.998x + 0.0996

R? = 0.9902589299

Meatodo ADAC 984.13

58 60 62 64 66 68 70 72
Metodo Candidato
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Reemplazando los valores de ry N en la ecuacion Ec.(57) se obtiene:

| -2 1 —0.9902589299
Sr = N - 2 = 29-2 = 000036078

Reemplazando los valores de ry Sr en la ecuacion Ec.(56) se obtiene:

0.99511755
tr= 0.00036078 - 2758.24 ... t calculado

t tablas = 2.052 (27,0.025)

t calculado > t tablas para n-2 grados de libertad a un nivel de significancia de 0.05 con dos colas.

Por lo tanto existe un grado de asociacion entre el método AOAC 984.13 y el método candidato.

TABLA N° 18: Resultados de Proteinas en porcentaje de muestras independientes y de los

sesgos correspondientes.

Método . . .
Muestra | AOAC | ol o (e

984.13
1 60.23 60.11 -0.118
2 64.77 64.88 0.109
3 66.27 66.52 0.252
4 59.88 60.30 0.422
5 63.98 63.83 -0.15
6 66.59 67.41 0.828
7 60.35 60.45 0.107
8 63.92 64.29 0.37
9 60.24 60.04 -0.191
10 63.74 64.29 0.558
11 66.52 66.72 0.203
12 59.83 60.17 0.345
13 60.44 60.13 -0.315
14 63.94 63.63 -0.303
15 67.01 67.05 0.041
16 64.32 64.64 0.328
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Método
Muestra| AOAC
984.13

17 64.04 64.18 0.149
18 66.75 66.99 0.246
19 67.11 66.67 -0.433
20 59.77 60.19 0.429
21 68.56 68.63 0.073
22 67.10 66.86 -0.237
23 60.18 59.71 -0.468
24 69.88 69.83 -0.046
25 64.15 64.05 -0.097
26 66.68 66.44 -0.244
27 67.62 67.35 -0.272
28 59.85 60.09 0.243
29 68.85 68.68 -0.168
Media 0.057

S.D 0.316

Método |Diferencia
Candidato | absoluta

Realizamos el escrutinio de resultados utilizando el h de Mandel al 95% de confianza (h= 1.91) para

hallar algun valor inconsistente.
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TABLA N© 19: Resultados de los sesgos después del escrutinio de resultados.

Betode Método |Diferencia
WL el Armonizado| absoluta | ™ 11
984.13
1 60.23 60.11 -0.118 | -0.556
2 64.77 64.88 0.109 0.162
3 66.27 66.52 0.252 0.617
4 59.88 60.30 0.422 1.154
5 63.98 63.83 -0.15 -0.654
6 66.59 67.41 0.828 2.435
7 60.35 60.45 0.107 0.155
8 63.92 64.29 0.37 0.99
9 60.24 60.04 -0.191 | -0.786
10 63.74 64.29 0.558 1.582
11 66.52 66.72 0.203 0.459
12 59.83 60.17 0.345 0.907
13 60.44 60.13 -0.315 | -1.176
14 63.94 63.63 -0.303 | -1.139
15 67.01 67.05 0.041 -0.05
16 64.32 64.64 0.328 0.854
17 64.04 64.18 0.149 0.29
18 66.75 66.99 0.246 0.598
19 67.11 66.67 -0.433 | -1.548
20 59.77 60.19 0.429 1.176
21 68.56 68.63 0.073 0.051
22 67.10 66.86 -0.237 | -0.932
23 60.18 59.71 -0.468 -1.66
24 69.88 69.83 -0.046 | -0.328
25 64.15 64.05 -0.097 | -0.489
26 66.68 66.44 -0.244 | -0.951
27 67.62 67.35 -0.272 | -1.039
28 59.85 60.09 0.243 0.587
29 68.85 68.68 -0.168 -0.71
Media 0.057
S.D 0.316
n (datos) 29
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TABLA NO 20: Resultados de la homogeneidad de los sesgos después del escrutinio de

resultados
Método . . .
Muestra| AOAC Armzt:i(zj: do ?;Z';ﬁ:;a h=1.91
984.13
1 60.23 60.11 -0.118 | -0.556
2 64.77 64.88 0.109 0.162
3 66.27 66.52 0.252 0.617
4 59.88 60.3 0.422 1.154
5 63.98 63.83 -0.15 -0.654
6 66.59 67.41 0.828 2.435
7 60.35 60.45 0.107 0.155
8 63.92 64.29 0.37 0.99
9 60.24 60.04 -0.191 | -0.786
10 63.74 64.29 0.558 1.582
11 66.52 66.72 0.203 0.459
12 59.83 60.17 0.345 0.907
13 60.44 60.13 -0.315 | -1.176
14 63.94 63.63 -0.303 -1.139
15 67.01 67.05 0.041 -0.05
16 64.32 64.64 0.328 0.854
17 64.04 64.18 0.149 0.29
18 66.75 66.99 0.246 0.598
19 67.11 66.67 -0.433 | -1.548
20 59.77 60.19 0.429 1.176
21 68.56 68.63 0.073 0.051
22 67.10 66.86 -0.237 | -0.932
23 60.18 59.71 -0.468 -1.66
24 69.88 69.83 -0.046 | -0.328
25 64.15 64.05 -0.097 | -0.489
26 66.68 66.44 -0.244 | -0.951
27 67.62 67.35 -0.272 | -1.039
28 59.85 60.09 0.243 0.587
29 68.85 68.68 -0.168 -0.71
Media 0.03
Sd 0.285
n (datos) 28
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Hipdtesis planteada:

Hipdtesis planteada 6 nula HO:d=0

Hipdtesis alternativa H1:dz0
Criterio de Evaluacion: texp. < tecritico
Una cola: a

Dos colas: a/2

Realizando los calculos y utilizando los datos de la tabla N ° 20 segun la prueba estadistica se tiene:

Donde:

d: Promedio de las diferencias entre ambos métodos.
Sd: Desviacion estandar de las diferencias entre ambos métodos.
n: Numero de datos.

Reemplazando los valores de: d, Sd, y n en la ecuacién Ec.(58) se obtiene:

0.030
O.ZSy
texp - m

texp = 0.553 y tcritico =2.052

Por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula y, por tanto los métodos conducen a los mismos

resultados (existe trazabilidad entre ellos para un 95% de nivel de confianza).

Determinacién de sesgo de laboratorio

t
Sesgo = 9 +

n Ec.(59)
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Utilizando los datos de la tabla N °20 y reemplazando en Ec. (59), se realiza el célculo del sesgo:

0.553*0.285
Sesgo =0.030 + V2

Sesgo =0.030 + 0.11 (-0.08....0.14)

El intervalo de confianza cubre el valor cero, entonces el sesgo de laboratorio no es significativo.

2,6 INCERTIDUMBRE DEL METODO

La estimacion de la incertidumbre del método para determinar proteinas en harina de pescado por el

método Dumas, esta basado en la Guia para Determinar la Incertidumbre de la Medicion CENAM.

2.6.1  Método: AOAC OFFICIAL METHOD 990.03 PROTEIN (CRUDE) IN ANIMAL FEED

Producto: Harina de pescado

Modelo fisico: Se pesa aprox. 0,2000 gr, de harina de pescado en una balanza analitica calibrada
y bajo condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (21 +/-20C Y humedad<73%).
La muestra ingresa encapsulada en el cabezal del equipo LECO. Es sellada y purgada de
cualquier gas atmosférico que haya podido entrar durante la carga. El ballast y la linea de gas

también son purgadas.

La muestra cae en la camara de combustion, en donde la temperatura del horno a 950-°C vy el
oxigeno presente, originan la combustion de la muestra. Estos gases atraviesan los filtros de
particulas y cooler termoeléctrico, se recogen en el ballast. Luego los gases son homogenizados,
una alicuota de 3 cc es recogida para el analisis esta pasa por cobre caliente para quitar el oxigeno
y reducir los NOx a N2, para después por Lecosorb y Anhidrona quitar el COz y H20. El producto de
combustion resultante es medido en una celda de termoconductividad diferencial. El resultado final

se muestra como %Nitrégeno*6,25
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Modelo matematico:

Y= (A1*X +Ao)*M*B
Ec.(60)

Donde:
Y =Area
X = Concentracion de proteina (%)

A1 =Pendiente de la recta
Ao = Ordenada de la recta
M = masa de la muestra en g.
Para convertir nitrogeno a proteina

B = Constante (6,25)
Fuentes de incertidumbre: Las fuentes de incertidumbre se determinaron con un diagrama causa

efecto, como se muestra en la fig.5.6
Fig. 16. Diagrama de causa y efecto para determinar las fuentes de incertidumbre que afectan

al método de determinacion de proteinas por el método Dumas.

ANALISIS CAUSA EFECTO DE LAS FUENTES DE INCERTIDUMBRE
METODO DE ENSAYO: AOAC 990.03 2005 Protein (crude) in Animal Feed. Combuston
Method
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De la figura 5.6 se puede obtener que hay tres grandes fuentes de incertidumbre que son: la masa,
la repetibilidad de la muestra y las variaciones que aporta el equipo. En la siguiente ecuacion

Ec.(61) se agrupan estas fuentes de incertidumbre.

2_ 2 2 2
Ugoray = U galanza)” * U (gquivo)” * U (Repetiviidad de ia muestra)

Ec.(61)

Donde;

U (saianza): debido a las fuentes de error se generan al momento de pesar la muestra.
U (equioo): debido a las fuentes de error se generan al momento analizar la muestra en el equipo.

U (Repetiviiidad de la muestra): €Stan incluidas las fuentes de error de los analistas y la repetibilidad de la

muestra.

2.6.2 Desarrollo de la incertidumbre por cada una de las fuentes determinadas

Con el diagrama de causa y efecto se determinaron tres fuentes principales que aportan variacion
en el resultado y que proporcionan a la incertidumbre del método que estamos estudiando (masa, la
repetibilidad de la muestra y las variaciones que aporta el equipo). En este capitulo se hara el

estudio de cada una de estas fuentes.

Incertidumbre debida a la masa: El aporte de incertidumbre debido a la masa se termina
haciendo el estudio a la balanza que se utiliza para pesar las muestras y los estandares que se

utilizan.

2. 2 2
U(balanza) - U(cal/'b/acidn) i U(den‘va)

Ec.(62)

De donde podemos hallar cada una de las incertidumbres:
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1.- Incertidumbre de la Calibracion de la balanza U(CE.b,w,z

2_ 2 2
U calibracien) = U tcarifcade) * U comeccion)

2
1.1- U caticado)

Wig) =

0.2067]

Ecuacion obtenida del Certificado de Calibracion de la balanza

A

0.08

B

0.0025

(L)z{ 0206699793

U(calib)=  Amg+ B*I(L)Wmg

..seglin la expresion dada en el certificado de calibracion de octubre 2008

lincertidumbre Expandida(g) +- | 0.0005967|
[incertidumbre Estandar | 000029835
1.2 U ot
[Correcci()n ] -0.0001]
Ugaacos | 0.000314663|
2.- Incertidumbre de Resolucion
24 Uppesateisy”
[Resolucion | 0.0001]
3.- Incertidumbre de la deriva U(dm,z
7 7 7
Iurl'ln'l' U ipema do camrace)  * U fremperana) |
3.1- Ugernap
Correccion -0.0001
Correccion del Ao Anterior
| o 0.000058)
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2
3.2- U(Temperatura)

U Temperatura = AT x Coeficiente de deriva x masa
raiz(3)
Siendo:
Cof. de deriva por sensibilidad térmica = 0.000002
Masa 0.2025 g
Temperatura del Laboratorio: 22 2 = max:

Temperatura de Calibracion de la balanza:

Minima =

20

Maxima =

24

H Temperatura = 24-20 i

raiz(3)
! U Temperatura :’[ 0.0000009 |
o 5.77426E-05
U(balanza)z= U(calibracit‘)n)2 oF U(deriva)Z
U balanza)™ 0.0000320
U (BALANZA) Resumen
U(calibracion) 0.00031466
U(Deriva) 0.00005774
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Fig. 17 Grafico del aporte de las fuentes importantes de incertidumbre de la balanza. Donde

se observa que la calibracion de la balanza contribuye en mayor significancia a la

incertidumbre.

0.00035000
0.00030000
0.00025000
0.00020000
0.00015000
0.00010000
0.00005000

0.00000000

Ul(catitiracion)

U(Deriva)

Incertidumbre debido al aporte del equipo (LECO FP 528): El aporte principal de las variaciones que
se puede encontrar en el equipo con el cual analizamos las proteinas, se pueden cuantificar en la

curva de calibracion.

TABLA NO 21: Curva de calibracion mensual del equipo

Canicad [ VP AT vicauX | vy | rvipe | cxppe
1 845 | 504285 | 603018 | 8733 | 76269132 | 1252
2 842 | 596355 | 603018 | 6663 | 44398501 | 1252
3 842 | 605150 | 603018 | 2132 | 4544486 | 1250
i 847 | 604250 | 606580 | 2330 | 5430158 | 1248
5 1814 | 1282955 | 1295481 | 12506 | 156894163 | 658
6 1816 | 1089255 | 1296906 | 7651 | 58531068 | 657
7 1804 | 1095550 | 1086357 | 7193 | 51744428 | 663
g 1811 | 1299950 | 1293344 | 6606 | 43645710 | 660
9 2404 | 1715755 | 1715803 | 48 2270 390
10 2406 | 1712655 | 1724352 | 11697 | 136809516 | 386
fi 2412 | 1733950 | 1721502 | 12448 | 154954696 | 387 |
2 2402 | 1727050 | 1714378 | 12672 | 160584146 | 391 |
13 36.10 | 2543655 | 2574969 | 31314 | 080572859 | 59
14 .10 | 2549355 | 2574969 | 25614 | 656082119 | 59
E 36.03 | 2591550 | 2569982 | 21568 | 465168703 | 60
16 3.04 | 2567650 | 2563571 | 24079 | 579820394 | 62
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Canicag |78 | A visaux | v | (evire | e
7 48.18 | 3405855 | 3435560 | 20705 | 882409601 | 19
18 48.18 | 3420455 | 3435560 | 15105 | 228172505 | 19
19 4785 | 3451550 | 3412051 | 39499 | 1560182851 | 16
20 4787 | 3447550 | 3413476 | 34074 | 1161059965 | 17
21 50.88 | 4236355 | 4269080 | 32725 | 1070930861 | 259
22 50.84 | 4210655 | 4266230 | 46575 | 2169271611 | 257
23 50.08 | 4319050 | 4276204 | 42846 | 1835764291 | 262
24 50.86 | 4311150 | 4267655 | 43495 | 1891792408 | 258
25 7178 | 5057455 | 5116843 | 59393 | 3527526073 | 783
26 7225 | 5100755 | 5150331 | 49576 | 2457804564 | 810
27 7189 | 5189350 | 5124684 | 64666 | 4181628184 | 789
28 71.92 | 5178250 | 5126822 | 51428 | 2644867984 | 791
29 83.95 | 5910755 | 5983851 | 73096 | 5343017906 | 1612
30 8379 | 5903955 | 5072452 | 68497 | 4691892437 | 1599
31 83.81 | 6020450 | 5073877 | 55573 | 3088334988 | 1601
32 8379 | 6035050 | 5072452 | 62598 | 3918460778 | 1599

Promedio | 43.80 | 312331281
Suma | 44228569354 | 20128 |

Hallando la incertidumbre de Y respecto a X con la ecuacion Ec.(63).

I,‘E (y, — )"
- Jd

SO n—2

Ec.(63)

Donde la incertidumbre de Y respecto a X es: Svx=38396.4275

Hallando la incertidumbre del equipo con la ecuacion Ec.(64).

. T L L o —u)

YCohoym o0 KFY (v —3)

Ec.(64)

Donde:

Yo: es el area de la muestra analizada (Yo: 4348870)
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m: numero de datos por nivel (m=4)
n: numero de niveles(n=8)

b: pendiente de la ecuacion

Al reemplazar estos valores en la ecuacion Ec.(64) finalmente se puede determinar el aporte de la

incertidumbre del equipo: Sxo = 0.293

Incertidumbre debida al aporte de los analistas: El aporte de los analistas a la incertidumbre
total se puede estudiar por medio de como varia la desviacién estandar de reproducibilidad en los
distintos niveles de estudio (cuatro niveles). De los datos de la tabla No 21 se obtiene la maxima
variabilidad de los analistas en los distintos niveles en los que se realizd el estudio. Tomamos este
valor como el que influye significativamente en la incertidumbre. Donde el valor maximo de SR es:
0.217

Finalmente de combinan las tres fuentes de incertidumbre para hallar la incertidumbre combinada
(utilizando la ecuacion Ec.(61)), y luego de multiplicar por su factor de cobertura hallar la

incertidumbre expandida.

Resumen de las fuentes de incertidumbre del método y los valores de
incertidumbre hallado para cada fuente

4 2 2 2
Uroray = U Baianza). + U Eaquipo) + U (Repetibiidad de 12 murestra)

DATOS A INGRESAR DE LA MUESTRA

PESO (9) 0.2067
%PROTEINA 61
AREA 4348870
Fuentes de incert ui
Masa 0.0000320
Matenal de referencia 0.01
Concentracian 0.29
Repetibilidad del Métodg 0.18
Uicompinapa) 0.35
U(EXPANDIDA) 0.69
[ %PROTEINA= | 61 /- 069 |
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2.7 COMPARACION DE RESULTADOS EN LECO 1 CON EL LECO 2

Para la comparacién de resultados de ambos LECO (equipos: LECO 1 y LECO 2) se evaluan 4

patrones de harina de pescado, analizados en ambos equipos.

TABLA NO© 22: Resultados de los patrones obtenidos en LECO1

HPLECO_7S | HPLECO_8S | HPLECO_9S | HPLECO_10S
55.88 71.73 66.27 65.29
55.88 71.93 66.37 65.39
55.95 71.99 66.02 65.35
55.71 72.02 66.12 65.54
55.68 72.04 65.81 65.20
56.15 72.06 66.03 65.58
55.61 72.04 66.18 65.49
55.94 72.00 65.95 65.41
55.74 72.16 66.06 65.49
55.91 71.87 65.79 65.23
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TABLA NO 23: Resultados de los patrones obtenidos en LECO2

HPLECO_7S | HPLECO_8S | HPLECO_9S | HPLECO_10S
55.96 71.79 66.22 65.53
55.94 71.97 66.17 65.35
56.00 72.00 65.81 65.23
55.98 72.04 65.99 65.15
56.17 71.77 66.13 65.37
55.86 71.73 65.93 65.56
55.70 71.67 66.24 65.79
56.26 72.37 65.89 64.99
56.93 71.97 66.12 65.49
55.80 71.97 66.12 65.56
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Fig. 18. Comparacion de resultados en ambos LECO

COMPARACION DE RESULTADOS DE
LECO1(INO-24-T) Y LECO2(INO-25-T)
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67 —

65 —

LECO2
INO-25-T 63

61 —
59 —
57 —
55 T j I T T T ] T ||
5 5 59 61 63 65 67 69 71 73

LECO1 INO-24-T

Prueba de Hipotesis para demostrar regresion y desvio de linealidad
Regresion F calculado > F tablas

F calculado < F tablas
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TABLA NO 24: Analisis de varianza para comparacion de resultados en ambos equipos LECO

FP 528
Suma de
Fuente de|Grados de Cuadrado
o _ Cuadrados . Fc FT Significancia
Variacion Libertad Medio
(SC)
Regresion | 1 6.62E+13 6.62E+13 | 1.61E+06 |4.17 Significativa
Error
30 1232228228 41074274
Residual
Linealidad |28 1172643228 41880115 | 1.41 19.45 No significativa
ErrorPuro |2 59585000 29792500
Total 31 6.62E+13

Se rechaza la hipotesis planteada y se concluye para un nivel de significancia de 0.05 (95%):

que existe una gran regresion significativa entre X é Y

La linealidad no es significativa, es decir que la falte de ajuste es no significativa. La relacion que

existe es lineal.

2.8 LINEALIDAD DEL METODO.

Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado

a Kjeldahl

El andlisis estadistico y los criterios de aceptacion para evaluar la regresion lineal, el desvio de

linealidad, la convergencia al origen y los limites de confianza para la recta, incluye las siguientes

pruebas de hipétesis:

1.- Prueba de Hipdtesis del Pendiente: t calculado > t tablas

2.- Prueba de Limite de confianza para el Intercepto: t calculado < t tablas

3.- Prueba de Hipotesis de la Coeficiente de Correlacion: t calculado > t tablas
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4.- Prueba de Hipétesis para demostrar regresion y desvio de linealidad:
Regresion: f calculado > f tablas
Linealidad: t calculado < t tablas

Evaluacion de la Linealidad en LECO1:

TABLA NO 25: Curvas del estandar EDTA para evaluacion de linealidad

Cantidad | % Proteina |  Areas Cantidad | % Proteina |  Areas
1 8.42 485450 17 47.99 2765550
2 8.54 492750 18 47.92 2758650
3 8.57 488250 19 47.9 2747150
4 8.45 484150 20 48.07 2754250
5 17.99 1040650 21 59.93 3442250
6 17.99 1041250 22 59.91 3446950
7 18.04 1034650 23 59.96 3436350
8 18.09 1036050 24 59.88 3432250
9 24.00 1393650 25 71.89 4137950
10 24.07 1388250 26 71.87 4130550
11 24.12 1378050 27 71.85 4122050
12 24.04 1379750 28 71.8 4121350
13 35.98 2074250 29 83.81 4808750
14 35.96 2075450 30 83.76 4815850
15 35.98 2063350 31 83.9 4809750
16 36.08 2064450 32 83.74 4805250

Analisis de la regresion lineal: Los resultados de la regresion lineal son los que se detallan en la
tabla N° 26:
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TABLA NO© 26: Analisis de Regresion Lineal LECO 1

Parametro | Coeficiente | DS t P
Intercepto 2873 2280 1.26 0.217
Pendiente 57381.9 45.2 1269.45 | 0.000

S=100 R-Sq=100% R-Sq(adj)=100 %

th = b-p
Sb Ec.(65)

b : valor estimado de la pendiente = 57381.9
S : valor del pardmetro pendiente

S b : desviacion estandar de la pendiente: 45.2

Hipétesis:

Ho: =0 (Hipdtesis nula, no hay regresion)
H1: S+ 0 (Hipdtesis alternativa, hay regresion)
tb = 57381.9-0
45.2

tb =1269.45

Para n-2 = 30, se obtiene una t tabular con 30 grados de libertad bajo un nivel de significancia
0,05 con dos colas, se tiene:

t tabular = 2.0423

Por lo tanto se rechaza la hipétesis planteada Ho, de que la pendiente es igual a cero, debido a que

tb = 1269.45 > tab.= 2.0423 y se acepta la hipdtesis alternativa de que existe la suficiente evidencia
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estadistica para afirmar que la pendiente es significativamente diferente de cero. Intervalo de

Confianza para la pendiente

IC(B) =b £ txSb

| Ec.(66)

Donde:

b = 57381.9

Sb =452

t(n-2) = 2.0423

IC(B) = 57381.9+ 2.0423 x 45.2
IC(B) = 57381 + 92.32
Limite Superior: 57474

Limite Inferior: 57290

Prueba de Hipdtesis para demostrar la convergencia al origen

tag-= a-o
Sa
Ec.(67)
a :valor estimado del intercepto = 2873
« :valor del parametro intercepto =0

S a: desviacion estandar del intercepto = 2280

Hipdtesis:
Ho: o =0 (Hipdtesis nula)
H1: o # 0 (Hipotesis alternativa)
ta = 2873-0
2280

ta= 1.26
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Para n-2 = 30, se obtiene un t tabular con 30 grados de libertad bajo un nivel de significancia 0,05

con dos colas, se tiene:
t tabular =2.0423

Por lo tanto se acepta la hipétesis nula, debido a que t a = 1.26 < tab. = 2.0423, es decir que el

valor de a no es significativamente diferente de cero, pasando por el origen.

Intervalo de Confianza para el intercepto

IC(ax)=a + txSa

Ec.(68)
Donde:

a =2873

Sa =2280

t(n-2) = 2.0423

IC(or) = 2873 £ 2.0423 x 2280

IC(ct) = 2873 + 4656

Limite Superior: 7529

Limite Inferior :-1783

Prueba de hipétesis para la correlacion
HO:r=0 (Hipdtesis nula: no existe correlacién entre X e Y)

H1:r20 (hipdtesis alterna)

Ec.(69)

Donde:

r = correlacion lineal =0.99999
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N = numero de datos =32

Reemplazandory N en la ecuacion Ec.(61) se obtiene.

Sr=0.00078

Entonces la prueba t para la correlacion es:

Para un t tabular

= 2.0423 < 1269

concentracion y el grado de respuesta. Cumple los requerimientos:

Tr = t/Sr = 1269

= t calculado, existe un grado de asociacion entre la

Prueba de hipétesis para demostrar regresion y desvio de linealidad

Para demostrar que la concentracion de un compuesto influye en el resultado del ensayo y que esta

relacion es lineal, se realiza el andlisis de varianza para la regresion lineal (relacion F), el cual

evalua todas las fuentes, dentro de las respuestas para una misma concentracion-replicas y entre

las diferentes concentraciones.

TABLA NO 27: Analisis de varianza para demostrar regresion y desvio de linealidad en

LECO1
Grados
Fuente de Suma de Cuadrado o P-
. de Fc FT Significancia
Variacion ) Cuadrados(SC)| Medio value
Libertad
Regresion 1 6.62E+13 6.62E+13 | 1.61E+06 4.17 Significativa 0
Error
30 1232228228 41074274
Residual
Linealidad 28 1172643228 | 41880115 1.41 19.45 | No significativa | 0.5
Error Puro 2 59585000 29792500
Total 6.62E+13
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Donde:
F ¢ = Valor F calculado
Para la regresion

Como Fc = 1.61 E+06 > 4,17, entonces se concluye que la regresion es estadisticamente

significativa, es decir que la variable concentracion esta influyendo de manera significativa sobre el

resultado del ensayo.

Para la Linealidad

Como Fc = 1.41< 19.45 entonces se concluye que la falta de ajuste no es significativa y que la

relacion existente entre ambas variables es lineal.

Evaluacion de la linealidad en LECO2:

TABLA NO 28: Curvas del estandar EDTA para evaluacion de linealidad

Cantidad | % Proteina |  Areas Cantidad | % Proteina |  Areas
1 8.42 594285 17 48.18 3405855
2 8.42 596355 18 48.18 3420455
3 8.42 605150 19 47.85 3451550
4 8.47 604250 20 47.87 3447550
5 18.14 1282955 21 59.88 4236355
6 18.16 1289255 22 59.84 4219655
7 18.04 1295550 23 59.98 4319050
8 18.11 1299950 24 59.86 4311150
9 24.04 1715755 25 71.78 5057455
10 24.16 1712655 26 72.25 5100755
11 24.12 1733950 27 71.89 5189350
12 24.02 1727050 28 71.92 5178250
13 36.10 2543655 29 83.95 5910755
14 36.10 2549355 30 83.79 5903955
15 36.03 2591550 31 83.81 6029450
16 35.94 2587650 32 83.79 6035050
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Analisis de la regresion lineal: Los resultados de la regresion lineal son los que se detallan en la
tabla No 29:

TABLA NO 29: Analisis de Regresion Lineal

Parametro Coeficiente DS t P
Intercepto 3169 13659 0.23 0.810
Pendiente 71241 270.63 263.23  0.000

S= 38396 R-Sq=100.0% R-Sg(ad)) = 100.0%

tb =(b-B) /Sb
b = valor estimado de la pendiente = 71241
B = valor del parametro pendiente

Sb = desviacion estandar de la pendiente; 270.63

Hipdtesis:

Ho: B = 0 (Hipdtesis nula)

H1: B # 0 (Hipdtesis alternativa)
tb =(71241-0)/270.63
tb=263.23

Para n-2 = 30, se obtiene un t tabular con 30 grados de libertad bajo un nivel de significancia 0,05

con dos colas, se tiene:

t tabular = 2.0423

Por lo tanto se rechaza la hipotesis planteada Ho, de que la pendiente es igual a cero, debido a que
tb = 263.23 > t tabular = 2.0423 y se acepta la hipdtesis alternativa de que existe la suficiente

evidencia estadistica para afirmar que la pendiente es significativamente diferente de cero.

Intervalo de Confianza para la pendiente
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IC(B)=b+tx Sb

Donde:

b =71241

Sb=270.636

t(n-2) = 2.0423

IC (B) =71241+ 2.0423 x 270.636
=71241+ 552.719

Limite Superior: 71793

Limite Inferior: 70688

Prueba de Hipdtesis para demostrar la convergencia al origen

ta = (a-0)/Sa
a = valor estimado del intercepto = 3169
o. = valor del parametro intercepto =0

S a = desviacion estandar del intercepto = 13659

Hipotesis:

Ho: . = 0 (Hipdtesis nula)
H1: a.# 0 (Hipdtesis alternativa)
ta = (3169-0)/13659

ta =023
Para n-2 = 30, se obtiene un t tabular con 30 grados de libertad bajo un nivel de significancia 0,05

con dos colas, se tiene:

t tabular =2.0423

Por lo tanto se acepta la hipdtesis nula, debido a que ta = 0.23 < ttabular =2.0423, es decir que

el valor de a no es significativamente diferente de cero, pasando por el origen.
Intervalo de Confianza para el intercepto

IC(0) =a+ txSa
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Donde:

a =3169

Sa=13659

t(n-2) = 2.0423

IC(B) = 3169 + 2.0423 x 13659
=3169 + 27896

Limite Superior: 31065

Limite Inferior: -24727

Prueba de hipoétesis para la correlacion:

Ho:rz0 (Hipotesis nula: no existe correlacion entre X e Y)
Ha:r=0 (Hipdtesis alterna)
1-r?
Sr = N - 2

Donde:

r = correlacion lineal = 0.9998
N = numero de datos = 32
Sr=0,0038

Pruebat:

Tr = 1/Sr = 263.23

Para un t tabular = 2.0423 < 263.23 =t calculado, existe un grado de asociacion entre la

concentracion y el grado de respuesta. Cumple los requerimientos.

Prueba de hipotesis para demostrar regresion y desvio de linealidad

Para demostrar que la concentracion de un compuesto influye en el resultado del ensayo y que esta

relacion es lineal, se realiza el analisis de varianza para la regresion lineal (Relacién F), el cual
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evalua todas las fuentes (dentro de las respuestas para una misma concentracion-replicas y entre

las diferentes concentraciones.

TABLA NO 30: Analisis de varianza para demostrar regresion y desvio de linealidad en

LECO2

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado Fe ET Significancial P-val
Variacion | Libertad |Cuadrados(SC)| Medio g value
Regresion 1 1.02E+14 1.02E+14 | 6.93E+04 417 Significativa 0

Error 30 4.4229E+10 | 1474285454
Residual

. ) No
Linealidad 25 3.5446E+10 | 1417849096 0.81 4.53 significativa 0.679
Error Puro 5 8782336229 | 1756467246| 6.93E+04 417

Total 1.02E+14
Donde:

Fc =Valor F calculado

Para la regresion:

Como Fc = 6.93 E+04 > 4,17, entonces se concluye que la regresion es estadisticamente

significativa, es decir que la variable concentracion esta influyendo de manera significativa sobre el

resultado del ensayo.

Para la Linealidad

Como Fc = 0.81 < 4.53 entonces se concluye que la falta de ajuste no es significativa y que la

relacién existente entre ambas variables es lineal.
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2.9 LilMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION EN LOS EQUIPOS LECO 1 Y
LECO 2

Hallaremos el limite de deteccion de los equipos de combustion y del método para poder cual es la
minima cantidad de proteina que se puede determinar. La mayoria de las muestras de harina tiene
un valor de proteina entre 56 y 72%, en algunos casos el valor es mucho menor debido a la
alteracion o mescla con otros compuestos como la merma de produccion (huesos, plumas, otro tipo
de harina, etc.). para poder determinar cual es la minima cantidad de proteina que se determinar,
hallaremos el limite de deteccion con la concentracion del estandar que tenga la concentracion de

nitrégeno mas baja.

Limite de deteccion del equipo LECO 1: Se determinara usando los datos del andlisis de la
regresion lineal de las curvas de calibracion del estandar EDTA, con el fin de hallar la minima
cantidad de analito que se pueda detectar (nitrdgeno) por el equipo, y poder definir nuestro rango

de trabajo.
Ecuacion de regresion Lineal
Y =2873 + 57382 X Ec.(62)

Considerando las areas de la concentracion mas baja:

TABLA NO 31: Areas de la concentracion més baja del estandar

ST- 8.42
| Sb

o

485450

492750

| 3806.14
488250
484150
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Segun la ecuacidn siguiente(a partir de la ecuacion Ec.(5)) : LD = Yb + 3Sb

Para X =0, Yb = intercepto = 2873

Sb = Desviacion Estandar de las areas del estandar mas bajo = 3806.14

Calculando el Limite de Deteccion en concentracion, mediante la ecuacion Ec.(5)

LD =2873 + (3 x 3806.14) = 14291.2 es el valor de Y en el limite de deteccion
Reemplazando en la ecuacién (1), y despejando X:

Y —-2873 14291.2-2873
57382 - 57382

X

X = 0.2 % proteina

LD = 0.08 % nitrégeno

Limite de cuantificacion LECO 1: Se determinara usando los datos del andlisis de la regresion

lineal de las curvas de calibracion del estandar de EDTA
Usando la ecuacion(a partir de la ecuacion Ec.(5)):

LC =Yb+ 10Sb

Para X = 0, Yb = intercepto = 2873

Sb = Desviacion estandar de las areas del estandar mas bajo = 3806.14
Y =40934 el valor de Y en el limite de deteccion

Calculando el Limite de Cuantificacion mediante la ecuacion (3)
LC=Yb+ 10Sb =2873 + (10 * 3806.14) = 40934

Reemplazando en la ecuacién (1), y despejando X:

Y —2873 40934 -2873
X = 57382 - 57382

X =0.7 % proteina

LC = 0.1 % nitrégeno
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TABLA NO 32: Limites de Deteccion y Cuantificacion AOAC 990.03:2000

Limites % proteina % nitrégeno
Deteccién 0.2 0.03
Cuantificacion 0.7 0.1

Limite de deteccion LECO 2: Se determinara usando los datos del andlisis de la regresion Lineal

de las curvas de calibracién de EDTA
Ecuacion de regresion Lineal
Y =3169 + 71241 X
Considerando las areas de la concentracion mas baja:

TABLA NO 33: Areas de la concentracion mas baja del estandar

ST-8.42% |Sb

594285

596355 5493.39

605150

604250

Segun la ecuacion siguiente(a partir de la ecuacion Ec.(5)): LD = Yb + 3Sb
Para X =0, Yb = intercepto = 3169
Sb = Desviacion Estandar de las areas del estandar mas bajo = 5493.39

Calculando el Limite de Deteccion en concentracion, mediante la ecuacion (2)
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LD = Yb+3Sb = 3169 + (3 *5493.39 ) = 19649
Y =19649 es el valor de Y en el limite de deteccion
Reemplazando en la ecuacion (1), y despejando X:

Y—3169 19649—3169
X = 71241 - 71241

X =0.2 % proteina
LD = 0.04 % nitrégeno

Limite de cuantificacion en LECO 2: Se determinara usando los datos del Andlisis de la

Regresion Lineal de las Curvas de Calibracion del Estandar de EDTA
Usando la ecuacion(a partir de la ecuacion Ec.(5)):
LC=Yb+ 10Sb
Para X =0, Yb = intercepto = 3169
Sb = Desviacion Estandar de las areas del estandar mas bajo = 5493.39
Calculando el Limite de Cuantificacion mediante la ecuacion 3
LC= Yb+10Sb = 3169 + ( 10 * 5493.39 ) = 58103
Y =58103 es el valor de Y en el limite de deteccion
Reemplazando en la ecuacion (1), y despejando X:

Y —-3169  SR103-31A9
X = 71241 - 71241 (126175 - 31697)/71241

>
]

0.8 % proteina

LC = 0.1 % nitrégeno

TABLA NO 34: Limites de Deteccion y Cuantificacion AOAC 990.03:2000
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Limites

% proteina

% nitrégeno

Deteccion

0.2

0.04

Cuantificacion

0.8

0.1

2.10 SENSIBILIDAD DEL METODO.

Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado

a Kjeldahl

Sensibilidad en LECO1: La sensibilidad del método esta definida por la pendiente de la curva,

entonces este es igual a:

TABLA NO© 35: Datos de la Regresion Lineal en LECO1

Parametro Coeficiente DS t P
Intercepto 2873 2280 1.26 0.217
Pendiente 57381.9 452 1269.45 0.000

SENSIBILIDAD (LECO1) = 57381.9

Sensibilidad en LECO2: La sensibilidad del método esta definida por la pendiente de la curva,

entonces este es igual a:

TABLA NO 36: Datos de la Regresion Lineal en LECO2

Parametro Coeficiente DS t P
Intercepto 3169 13659 0.23 0.810
Pendiente 71241 270.63 263.23 |0.000
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SENSIBILIDAD (LECO2) = 71241

2.11 ROBUSTEZ DEL METODO.

Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado
a Kjeldanhl.

La robustez mide la sensibilidad que presenta el método ante pequenas variaciones en los factores

que intervienen en la realizacién del método. Utilizaremos la prueba de Youden-Steiner.
Se seleccionan muestras de harina de pescado en dos niveles de concentracion.

Los factores que tendrian una incidencia mayor en los resultados de ensayo ademas de los niveles

por cada factor, un nivel alto y uno bajo se muestran en la tabla N°5.37.

TABLA NO 37: Factores a evaluar y niveles por cada factor

FACTOR VALOR RESPUESTA
A
CRITICO | NOMINAL | VARIACION DEL FACTOR |CONTROLAR
Ala
(Peso de
muestra) 0.200 g 0.215¢g 0.185g SR
B/b
(Presion del
gas helio) 40 psi 45psi 35psi SR
Clc
(Presién del
gas oxigeno) 40 psi 45psi 35psi SR
Did
(Temperatura
de
Combustion) 950°C 955°C 945°C SR
Ele
(Temperatura
de reduccion) 750°C 755°C 745°C SR
F/f -- F f SR
G/g - G g SR

Se procede a realizar la combinacion de los factores segun la tabla N° 38
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TABLA NO© 38: Combinacion de Factores para la evacuacion de la Robustez

Factor/Ensayo 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
(Peso de
muestra) 0.2159(0.2159]0.2159(0.2159|0.1859|0.185g|0.185 g |0.185 g
B/b B B b b B B b b
Presion del . . . . . . . .
(gas helio) 45psi | 45psi [ 35psi | 35psi | 45psi | 45 psi | 35psi | 35 psi
Clc C c C c C c C c
(Presion del 1 5 i | 35 psi | 45 psi | 35 psi | 45 psi | 35 psi | 45 psi | 35 psi
gas oxigeno) p p ps pSi psi psi pSi pSi
D/ D D d d d d D D
(Temperatura de o o o o o o . .
Combustion) 955°C | 955°C |945°C[945°C [945°C | 945°C | 955°C | 955 °C
Ele E e E e e E e E
(Temperatura | ;0q o | 745 o | 755 °C [ 745 °C | 745 °C | 755 °C | 745 °C | 755 °C
de reduccion)
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g
Resultado S t u v w X y z

NIVEL| s

55.71

56.02

55.85

55.84

55.81

55.84

56.06

56.17

66.21

66.28

66.15

65.96

66.16

66.19

66.26

66.23

Pag.98



Calculo del promedio de los analisis que contiene la variable en un nivel alto y en nivel bajo.

l).- A partir de los resultados de cada variable se debe calcular el promedio de los analisis que

contiene la variable en un valor mas alto y el promedio que corresponde al valor mas bajo.

Por ejemplo:
S+H+U+V = 4A = A
4 4 D1
W+X+Y+2Z = 4a = a
4 4

Ec.(70)

Il).- t calculado = (n1/2 xD)/(2 1/2x s)

Donde: n : Numero de experimentos llevados a cabo para cada nivel y por cada factor
D: Diferencia calculada por cada factor

SR: Desviacion estandar de reproducibilidad 0.199

El 1t critico: para n-1 gl al 95% de probabilidad =2.36

La condicion es que: t calculado < t critico
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Resultados de la Evaluacion.

TABLA NO 40: Resultados del t calculado para el Nivel |

55.71 | 56.02 | 55.85 | 55.84 | 55.81 | 55.84 | 56.06 | 56.17
AT e t | Efecto Significativo al
Prom. | Dy "
caleulado | 95% tceritico = 2.36
Peso de muestra: 0.215 g 55.86 _ o
t catculado < teritico
Peso de muestra :0.185 g 55.97 | 0.116 | 0.82
. . : 4 - N
Presion del gas. oxigeno : 45 55 84
psi
-t : t calculado < teritico
presion del gas. oxigeno : 35 5598 | 0.139 | 0.99
psi
Presion del gas helio : 45 psi | 55.97
t calculado < teritico
presion del gas helio : 35 psi 55.86 | 0.108 | 0.77
Temperatura de combustion :
955°C 55.99
t calculado < teritico
Temperatura de combustién : 5584 | 0.152 | 1.08
945°C
Temperatura de reduccion : 55 89
755°C
t calculado < teritico
Temperatura de reduccién : 5593 | 0.042 | 0.3
745°C
F . 55.88
t calculado < teritico
f 55.94 | 0.059 | 0.42
G 55.86
t calculado < teritico
g 55.96 | 0.101 | 0.72
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TABLA NO 41: Resultados del t calculado para el Nivel Il

| 66.21 | 66.28 | 66.15 | 65.96 | 66.16 | 66.19 | 66.26 | 66.23
Ssqindelnivel Factor t Efecto Significativo
Prom.| Dy -
calculado | al 95% teritico = 2.36
Peso de muestra :0.215g 66.15
Peso de muestra :0.185 g 66.21 | 0.061 | 0.430 t calculado < teritico
Presion del i 4
resion de gag oxigeno : 45 66.21
psi
resion del gas oxigeno : 35 -
P gpsi 2 66.15 | 0.059 | 0.420 |t cauaso < lario
Presion del gas helio : 45 psi 66.16
presion del gas helio : 35 psi 66.20 | 0.032 | 0.230 t calculado < taritico
Temperatura de combustion
. 955°C 66.25
Temperatura de combustion 66.11 | 0.135 | 0.960 | 1 catuado < Lo
:945°C
Temperatura de reduccion :
7660 66.19
Temperatura de reduccion : 66.16 | 0.030 | 0210 |t cacuao < lerco
745°C
F 66.14
f 66.22 | 0.078 | 0.560 t calculado < teritico
G 66.16
g 66.20 | 0.049 | 0.350 t calculado < teritico

De los resultados obtenidos se concluye que el método es robusto para los 5 factores propuestos.
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2.12 RANGO DEL METODO

Determinacion de Proteina Cruda en Harina de Pescado segun AOAC 990.03 (Dumas) Armonizado
a Kjeldahl

El intervalo de trabajo para el cual queda aprobado el método es de 57.30% de proteina hasta
76.30 % de proteina, rango en el cual se encuentra el porcentaje de proteina de la mayoria de

muestras de harina de pescado, en conformidad a los datos de la validacion del presente método.
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a) Conclusiones del proceso de validacion:

Del escrutinio de datos realizado para detectar valores criticos y la Consistencia (h,k de Mandel), se
puede concluir que los datos son consistentes. Al realizar la prueba numérica para dar validez a los

resultados (prueba de Cochran), no se encontrd valores atipicos.

Se realizd la prueba de normalidad (prueba de Anderson-Darling demostrandose que los datos
siguen una distribucion normal. Al aplicar la prueba de Barlett (Tabla N °13) se concluy6 que los

varianzas son homogéneas.

Se determind la precision del método en las tablas N °15 y 16 se encuentran los parametros
estadisticos que permiten controlar el proceso del analisis.
También se puede concluir de la observacion de las figuras 11y 12 que no existe tendencia alguna

de la desviacion estandar de repetibilidad y reproducibilidad.

En la tabla N° 17 se encuentran valores de proteina hallados por los métodos AOAC 984.13 y por el
método candidato que estamos proponiendo. Luego de realizar la prueba de correlacion entre
ambos métodos (fig. 15), se puede concluir que existe un grado de asociacion entre el método
AOAC 984.13 y el método candidato. Se determind el sesgo del laboratorio (0.030) y que el

intervalo de confianza cubre el valor cero, entonces el sesgo de laboratorio no es significativo.

Al realizar la prueba de linealidad para ambos equipos (LECO 1 y LECO 2), analizado con el
estandar EDTA en el rango de 8.4% a 83.9% de Proteina (Tabla N°25 y 28), se realizo el andlisis
de regresion lineal cuyo resumen de resultados se mencionan en la Tabla N0 26 y 29. Se le realiz6
la prueba t-studen para la pendiente (Ec.65) y el intercepto (Ec.66), concluyendo que hay una
pendiente que es diferente de cero y un intercepto que no es significativamente diferente de cero.
Para demostrar que la concentracion de un compuesto influye en el resultado del ensayo y que esta
relacién es lineal, se realiza el andlisis de varianza para la regresion lineal (relacion F), se concluye
que la variable concentracion esta influyendo de manera significativa sobre el resultado del ensayo.

Los limites de deteccion y cuantificacion encontrados luego de realizar el estudio de las areas de la

concentracion mas baja del estandar (Tabla NO 31) son: LD: 0.2 y LC: 0.8% de proteina.
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Se determind que el método es Robusto para las condiciones mostradas en las tablas No: 40 y 41
El rango de estudio que se realizd es de 56.30 % hasta 76.30 % de proteina. Rango en el que se

encuentran comunmente los valores de proteina de harina de pescado.

b) Conclusiones del proceso de determinacion de la incertidumbre :

La incertidumbre del método es: U (expandida) = 0.69 % proteina, incertidumbre que es hallada
luego de identificar y evaluar todas las fuentes de incertidumbre (fig. 16). Se puede concluir que las

factores que mas influyen en la incertidumbre del método es la aportada por los analistas (SR:
0.188) y los equipos (U(EQUIPO):0.29).
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