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Verificacion de andlisis de K, Fe, Zn, Mg y Mn por medio de espectrofotometria de
absorcion atomica, bajo requisitos de la norma 1SO 17025:2017

Stefany Nathaly Vivas Loor

Resumen. La determinacion de minerales en alimentos es importante para controlar su ingesta
diaria por parte de los consumidores. El objetivo principal del estudio fue verificar un método de
determinacion de minerales (K, Fe, Mn, Zn y Mg) mediante espectrofotometria de absorcion
atébmica (EAA) bajo requisitos de la Norma ISO 17025:2017. Con este fin se siguieron las
directrices del método oficial AOAC 985.35 para formulas infantiles, productos enteros y
alimentos para mascotas. Se realiz6 un anélisis de varianza para determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones obtenidas y las reportadas en el certificado
del material de referencia extendido por el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST,
por sus siglas en inglés). Se utilizd un disefio de parcelas divididas, donde la parcela principal
fueron los tres analistas que participaron en el proceso de verificacion (Al, A2 y A3), las sub-
parcelas fueron las dos repeticiones realizadas por cada uno de ellos (R1 y R2) y las sub-sub-
parcelas fueron las seis réplicas realizadas en cada repeticion. Se comprobd que los criterios de
desempefio evaluados (precision, recuperacion, repetibilidad, reproducibilidad, veracidad,
exactitud e incertidumbre) estaban dentro del limite aceptable y las medias obtenidas dentro del
rango segun el certificado del material de referencia. Al resultar todo el analisis positivo se pudo
verificar que el método es valido y se puede implementar en el Laboratorio de Andlisis de
Alimentos Zamorano.

Palabras clave: Exactitud, incertidumbre, material de referencia, minerales, precision.

Abstract. The determination of minerals in food is important to control their daily intake by
consumers. The main objective of the study was to verify a method for determining minerals (K,
Fe, Mn, Zn and Mg) by means of atomic absorption spectrophotometry (EAA) under the
requirements of the norm ISO 17025: 2017. To this end, the guidelines of the official method
AOAC 985.35 for infant formulas, enteral products, and pet foods were followed. An analysis of
variance was performed to determine if there were statistically significant differences between the
concentrations obtained and those reported in the certificate of the reference material issued by the
National Institute of Standards and Technology (NIST). A Spit Plot design was used, where the
main plot were the three analysts who participated in the verification process (Al, A2 and A3), the
sub-plots were the two repetitions carried out by each of them (R1 and R2) and the sub-sub-plots
were the six replications made in each repetition. The evaluated performance criteria (precision,
recovery, repeatability, reproducibility, veracity, accuracy and uncertainty) were found to be within
the acceptable limit and the averages obtained within the range according to the reference material
certificate. As all the analyzes were positive, it was possible to verify that the method is valid and
can be implemented in the Zamorano Food Analysis Laboratory.

Key words: Accuracy, minerals, precision, reference material, uncertainty.
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1. INTRODUCCION

El Laboratorio de Analisis de Alimentos Zamorano (LAAZ), ubicado en la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano, Valle del Yeguare, km 30 carretera a Danli, Honduras, es un laboratorio
acreditado con la Norma 1SO 17025:2017. Esta norma es aplicable a todas las organizaciones que
realizan ensayos y/o calibraciones para empresas de todos los sectores. Ademas, abarca distintas
areas de calibracion en una gran diversidad de magnitudes y equipos, desde las més clasicas o
frecuentes (instrumentos de pesaje, medidores eléctricos) hasta las mas especificas (analizadores
de gases o fibra dptica), y que prestan sus servicios a todo tipo de industrias (Garza 2017).

Como parte del Sistema de Gestion de Calidad implementado en el Laboratorio de Analisis de
Alimentos Zamorano (LAAZ) basado en la norma ISO 17025:2017, se busca verificar el método
oficial AOAC 985.35 de la determinacion de minerales mediante espectrofotometria de absorcion
atbmica (EAA). La norma ISO 17025:2017 establece los requisitos que deben cumplir los
laboratorios de ensayo y calibracion, para comprobar la calidad de sus operaciones, que son
competentes técnicamente y capaces de generar resultados validos (1SO 17025:2017).

La verificacion se define, como el conjunto de procesos desarrollados para asegurar el
cumplimiento de los requisitos para el uso especifico de métodos analiticos mediante examen y
confirmacion obteniendo evidencia objetiva (Camaro et al. 2014).

Es importante que el método que se desea verificar sea compatible con las condiciones del
laboratorio de trabajo, ademas de ser documentado, y permitir que todos los analistas reciban la
capacitacion adecuada acerca del uso del método, en este caso el de minerales (Ocafia et al. 2020).

El hierro (Fe) es un mineral que esta relacionado con el crecimiento y desarrollo fisico y mental de
nifios y adultos. Ayuda a transportar oxigeno a los tejidos y mantiene el sistema inmunoldgico en
buen estado, aumentando las defensas del organismo y generando una mayor resistencia a
enfermedades (Rebellato et al. 2015). Las fuentes de alimentos altos en hierro incluyen carne
(especialmente higado), pescado, huevos, y hortalizas de hoja verde. Los granos de cereales, como
maiz, arroz y trigo, contienen cantidades moderadas de hierro (FAO 2020).

El potasio (K) es un mineral que se encuentra en muchos alimentos tales como: frutas (pasas,
bananos), verduras (papas, espinaca, tomate), lentejas, nueces, leche, yogurt, carnes, pescado, etc.
El organismo necesita potasio para casi todo su funcionamiento, en especial para el buen
funcionamiento del rifién y del corazon, la contraccion muscular y la transmision nerviosa (NIH
2019a).

El magnesio (Mg) es un cofactor en mas de 300 sistemas enzimaticos que regulan diversas
reacciones biogquimicas en el cuerpo, incluida la sintesis de proteinas, la funcién muscular y
nerviosa, el control de la glucosa en sangre y la regulacion de la presion arterial. as verduras de
hoja verde, como las espinacas, legumbres, nueces, semillas y los granos integrales, son buenas
fuentes de este mineral (NIH 2019b).



El manganeso (Mn) es un mineral que el organismo necesita para mantenerse sano, para producir
energia y proteger las células, para fortalecer los huesos, para la reproduccion, la coagulacion
sanguinea y para mantener un sistema inmunitario sano. Algunas fuentes de manganeso son: granos
integrales, algunos mariscos (almejas, ostras), frutos secos (avellanas, nueces), verduras de hoja,
especias como pimienta negra, etc. (NIH 2019c).

Funcionalmente, el zinc (Zn) participa en la division y el crecimiento celular, la absorcion de
electrolitos intestinales, la neurotransmision, la respuesta inmune, la actividad del timo y la visién
(De Gianluca et al. 2015). Algunas fuentes de zinc son: ostras, carnes rojas, mariscos (cangrejo,
langosta), cereales integrales y productos lacteos (NIH 2019d).

En marzo del presente afio la FDA actualiz6 los valores diarios para cada nutriente siendo asi: 18
mg para hierro, 4700 mg para potasio, 420 mg para magnesio, 2.3 mg para manganeso y 11mg para
zinc (FDA 2020). Por otro lado, las politicas de seguridad alimentaria de Honduras requieren que
se determine y controle la ingesta diaria de minerales como calcio (Ca), hierro (Fe) y sodio (Na)
por parte de la poblacion hondurefia, y que se declare en la etiqueta nutricional segun el Reglamento
Técnico Centroamericano, RTCA 67.01.60:10.

El presente estudio tiene como finalidad poder expandir el alcance de la acreditacion para el analisis
de varios minerales (Fe, K, Mg, Mn y Zn), verificando el método y tomando como referencia el
método oficial de la AOAC 985.35, mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

Los objetivos del estudio fueron:

. Verificar el método de andlisis de minerales AOAC 985.35 en el Laboratorio de Analisis de
Alimentos Zamorano (LAAZ) mediante espectrofotometria de absorcion atdmica (EAA).

o Determinar la incertidumbre expandida de la recuperacion de cada uno de los minerales
evaluados.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Analisis de Alimentos Zamorano (LAAZ),
localizado en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, ubicada en el Valle del Yegulare, km
30 carretera de Tegucigalpa a Danli, departamento de Francisco Morazan, Honduras, C.A.

Materiales

Reactivos y solventes:

o Agua desionizada

o Soluciones estandar preparadas en el laboratorio segun los métodos oficiales de la AOAC:
969.23 para K 'y 965.09 para Fe, Mg, Mn, Zn.

e  Oxido de Lantano (La,03) 99.99%

o Solucion de Cloruro de Lantano (LaCls) al 1%

o Solucién de Cloruro de Cesio (CsCl) al 10%

e Acido nitricoal 20% y 1 M

Otros insumos
o Baking Chocolate (NIST, Standard Reference Material® 2384)

) Crisoles de ceramica

. Espéatulas

o Matraces volumétricos Clase A de 50 mL

) Bafio Maria

o Pipetas volumétricas Clase A de 5 mL, 10 mL y 30 mL.

Aparatos y equipos

o Horno de conveccion con aire forzado, capacidad para calentar a 105 °C

o Mufla, capacidad para calentar a 550 °C

o Espectrofotometro de absorcion atémica (EAA), ThermoScientific SOLAAR Series
949940030011

Metodologia

Evaluacion de la veracidad y recuperacion (verificacion entre analistas, repeticiones y
réplicas). Se evalud la cuantificacion de minerales segun el método AOAC 985.35. Se utiliz6 un
disefio experimental de parcelas divididas para evaluar la exactitud del método, en donde las
parcelas principales fueron los analistas Al, A2 y A3, las repeticiones R1 y R2 fueron las
subparcelas y las variables fueron los minerales Fe, K, Mn, Zn y Mg (Cuadro 1). Los tratamientos
(analistas) evaluaron la veracidad y recuperacién del método en cada repeticion para cada una de
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las variables. Se realizaron para cada mineral 2 repeticiones con 6 réplicas cada una para los 3
analistas, obteniendo un total de 36 unidades experimentales.

Cuadro 1. Esquema experimental para el analisis de los minerales Fe, K, Mn, Zny Mg.

Analista Repeticion Réplicas
1 ; 2
2 : :
: : :

La veracidad se evalu6 en funcion del Valor Z absoluto, calculando este para cada uno de los
resultados obtenidos, bajo la Ecuacion 1. La recuperacion fue calculada a partir de la Ecuacion 2.

z=x;—x/s [1]
Donde:
z=valor Z absoluto
xi= valor individual
Xx=media
s= desviacion estandar

R% = (xo/xe) * 100 [2]
R%= % de recuperacion
Xo= media obtenida
Xe= media esperada

El valor Z fue interpretado de la siguiente manera:
|Z| < 2 Satisfactorio

2 < |Z| < 3 Cuestionable

|Z| > 3 Insatisfactorio

Precision (Repetibilidad y reproducibilidad entre analistas y réplicas). Se evalu6 la precision
entre analistas, expresada en funcion de la desviacion estandar relativa (DER), segun los limites
establecidos en el método 985.35 de la AOAC (AOAC, 1985). Los limites establecidos para estos
parametros, para cada uno de los minerales se muestran en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Criterios de aceptacion para minerales por el método oficial AOAC 985.35.

Parametros de desempefio Valores

K Fe Mn Zn Mg
Precision D.E.R. (%) <20 <62 <11 <67 <4.4
Recuperacion % +15 15 20  +20 +15
Veracidad Valor Z absoluto 2 2 2 2 2

D.E.R. = Desviacion Estandar Relativa.
K = potasio; Fe = hierro; Mn = manganeso; Zn = zinc; Mg = magnesio.

Otros detalles que se consideraron para la verificacién del método fueron:

Calculo de incertidumbre del método. La incertidumbre del método se expresa como porcentaje
(U%) con un factor de cobertura k=2 al 95% de confianza. La incertidumbre expandida se calculd
a partir de la incertidumbre estandar utilizando la Ecuacién 3.

U=kxu [3]
Donde:
k= factor de cobertura
u= incertidumbre estandar

Desarrollo. Para llevar a cabo la verificacion de un método se requieren de cuatro fases, las cuales

se mencionan a continuacion (UNODC, 2010):

o Definicién y especificaciones del método.

o Descripcion, caracteristicas del método y preparacion de materiales.

o Demostracion que el método es capaz de cumplir con los requisitos.

o Declaracion sobre las condiciones y circunstancias que el método ha sido verificado y por lo
tanto es aplicable.

FASE I. Definicion y especificaciones del método. Se siguieron las directrices segun el método
oficial AOAC 985.35 para analisis de minerales en alimentos por espectrofotometria de absorcion
atémica, el cual tiene como principio destruir la matriz organica mediante la incineracion en seco
en una mufla. Las cenizas restantes se disuelven en acido diluido y el analito se determina mediante
espectrofotometria de absorcion atomica.

Con este andlisis se busca determinar parametros como veracidad, precision, repetibilidad,
reproducibilidad e incertidumbre, y se hace con el objetivo de comprobar si los valores de las
concentraciones estan dentro del rango o limites permitidos segun el certificado del material de
referencia utilizado.

FASE I11. Descripcion, caracteristicas del método y preparacion de materiales. En el método
AOAC 985.35 se describen los procedimientos, preparacion de muestras, equipos o materiales
necesarios, reactivos y precauciones.



Preparacion de la cristaleria. Limpiar todo el material volumétrico utilizado mediante inmersién
durante la noche en acido nitrico (HNO3) al 20 % (v/v). Lavar tres veces con agua destilada o agua
desionizada.

Preparacion de la muestra. Homogenizar la muestra de referencia (Baking Chocolate NIST,
Standard Reference Material® 2384) ya que se encuentra en estado solido y en forma de barra
(rectangular), pesar 1 g en un crisol de cerdmica y obtener las cenizas de la muestra.

Preparacién de las cenizas. Se incinera la muestra en una mufla a 550 °C durante 5-8 h. Si la
ceniza contiene particulas de carbono (es decir, que es de color gris), se realizan los siguientes
pasos: Humedecer con 1 mL de agua desionizada y agregar 3 mL de acido nitrico (HNO3), secar
en una estufa o en bafio de vapor a 95 °C, e incinerar a 525 °C, 1-2 h.

A la ceniza contenida en el crisol, agregar 5 mL de HNOz al 1 M. Calentar en un bafio de vapor o
una estufa a 95 °C durante 2-3 minutos para disolver, afiadir la solucion a un matraz volumétrico
de 50 mL, realizar lavados al crisol con dos porciones de 5 mL de HNOsz al 1 M, y agregar al matraz
volumetrico de 50 mL.

Preparacion de estandares

Para Mg. Afadir 8.8 mL de solucion de LaCls 1 % a la dilucion final de 50 mL de cada estandar
para obtener una concentracion de 0.1% (p/v) de La. Si el volumen de la dilucidn final es diferente,
hacer el célculo correspondiente de la cantidad de LaClz 1 %.

Para K. Afiadir 3.15 mL de solucion de CsCl 10 % a la dilucién final de 50 mL de cada estandar
para obtener una concentracion de 0.5% (p/v) de Cs. Si el volumen de la dilucién final es diferente
hacer el célculo correspondiente de la cantidad de CsCl 10 %.

Preparacion. Preparar las concentraciones de cada muestra dentro del rango lineal del instrumento,
las cuales son indicadas en el Cuadro 3, en algunos casos se realizaron diluciones con agua
desionizada para trabajar dentro del rango de concentracion del equipo. Diluir con HNOs al 1M.
Las diluciones adicionales necesarias deben ser calculadas dependiendo de la concentracion teorica
de cada mineral presente en el producto analizado. Se debe tomar en cuenta que la concentracién
final debe estar de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 3. Preparar la curva de calibracion para
cada mineral tomando como referencia los parametros establecidos, segun el método oficial AOAC
985.35. Determinar las soluciones de ensayo de forma similar en el espectrofotometro de absorcion
atomica y realizar los céalculos tomando en cuenta el peso de la muestra y las diluciones realizadas.



Cuadro 3. Rango lineal de concentraciones del EEA.

Concentracion

Elemento Concentracion (ppm) (Mg/100 ) R?

Hierro (Fe) 1-3 0.1-0.3 0.9986
Potasio (K) 1-3 0.1-0.3 0.9998
Manganeso (Mn) 2-20 02-2 0.9961
Zinc (Zn) 1-5 0.1-05 0.9978
Magnesio (Mg) 02-2 0.02-0.2 0.9999

Preparacion de soluciones utilizadas

Solucion de Cloruro de Lantano (LaCls) al 1%. Pesar 11.7 g (+ 100 mg) de La»Oz y trasladarlo
al matraz volumeétrico de 1 L, afiadir agua desionizada suficiente para remojar el polvo y luego
agregar lentamente 50 mL de HCI concentrado (Precaucion: Reaccidn exotérmica). Se debe dejar
que el polvo se disuelva y luego se diluye hasta 1 L con agua desionizada, realizar un mezclado
manual hasta que todo el polvo esté disuelto. Esta solucion es estable hasta 6 meses si se almacena
a temperatura ambiente.

Solucién de Cloruro de Cesio (CsCl) al 10%o. Pesar 12.7 g (+ 100 mg) de CsCl y trasladarlo a un
matraz volumétrico de 100 mL. Se debe diluir hasta obtener el volumen con agua desionizada y
mezclar hasta que todo el polvo esté disuelto. La solucion tiene una duracion de 6 meses si se
almacena a temperatura ambiente.

Calculos

La concentracion de cada mineral se calcula a partir del promedio de las lecturas obtenidas en cada
réplica, y la concentracion de cada una de estas se calcula con la Ecuacion 4. El laboratorio cuenta
con una hoja de célculo (LAA-Fe225-1) que se utiliza para calcular autométicamente la
concentracion de cada mineral.

C=(LxFd)-B))/P [4]
Donde:
L: concentracion detectada por el Software SOLAAR del espectrofotometro de absorcion atomica.
Fd: Factor de dilucion.
B: Promedio de los blancos.
P: peso de la muestra.

FASE I11. Demostracion que el método es capaz de cumplir con los requisitos

En esta fase se utilizaron los datos obtenidos de cada analisis con el espectrofotometro de absorcion
atomica, los cuales fueron registrados en una hoja de calculo estadistico en el programa SAS® para
determinar la media, desviacion estandar y probabilidad de las concentraciones presentes en la
muestra de referencia NIST SRM® 2384 (chocolate). Con los resultados obtenidos se determind
la veracidad, repetibilidad, precision y reproducibilidad del método.



Para verificar la confiabilidad de los resultados obtenidos, se realizé la comparacion con el
certificado oficial del NIST del material de referencia utilizado, en este caso el Chocolate (SRM®
2384). En el Cuadro 4 se pueden observar los valores certificados emitidos para cada mineral.

Cuadro 4. Valores de fraccion de masa certificados para cada elemento (NIST, 2020).

Elemento mg/100g
Hierro (Fe) 13.2+1.1
Potasio (K) 865 + 40
Manganeso (Mn) 2.08 +£0.13
Zinc (Zn) 3.76 £0.19
Magnesio (Mg) 261 +12

FASE IV. Declaracién sobre las condiciones y circunstancias que el método ha sido validado
y por lo tanto es aplicable

Se planificara una auditoria interna para verificar este método, y se utilizara el formato de auditoria
interna de la calidad, para esto se establecié un plan y un analisis para cuantificar los minerales:
Plan de verificacion para determinar minerales y un analisis de minerales (segun método oficial
AOAC 985.35)



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las medias obtenidas por analista para cada uno de los minerales se muestran en
el Cuadro 5, segun el material de referencia utilizado para la verificacion (Baking chocolate SRM®
2384), todas las medias obtenidas en el experimento se encuentran dentro del limite permitido,
como se muestra en el Cuadro 4 (NIST 2020).

Cuadro 5. Medias obtenidas para los distintos minerales por analista.

Concentracién (mg/100g)
Analista Media = D.E.

Potasio Hierro Manganeso Zinc Magnesio

Analista 1 897.90+£3.92 12.77+0.57 2.07+0.12 3.72+£0.13 260.61 +12.25
Analista 2 892.74 +7.37 12.49 +0.17 1.97 £0.02 376 £0.10  251.92£0.51
Analista 3 891.26+9.30 12.25+0.10 2.05+0.09 3.90+0.03 251.34+1.48
C.V. (%) 4.27 4.83 7.22 5.12 4.10
D.E.: Desviacion Estandar.
C.V.: Coeficiente de Variacion.

La repetibilidad, tomando en cuenta como parametro de desempefio la precision del ensayo
realizado por cada uno de los analistas se expresé en funcion de la desviacion estandar, y los valores
obtenidos que se muestran en el Cuadro 6, son cercanos a los establecidos en el certificado del
material de referencia SRM® 2384 Baking Chocolate, esto significa que, para cada mineral, cada
uno de los analistas obtuvieron valores cercanos entre si (NIST 2020).

Cuadro 6. Valores de repetibilidad obtenidos por cada analista.
Repetibilidad (mg/ 100g)

Analista

Potasio Hierro Manganeso Zinc Magnesio
Analista 1 43.78 0.93 0.21 0.20 16.16
Analista 2 37.67 0.60 0.08 0.21 05.38
Analista 3 29.40 0.35 0.22 0.13 13.03

La precisidn se evaluo en funcion de desviacion estandar relativa (DSR), los resultados obtenidos
y sus valores esperados, se muestran en el Cuadro 7, estos se encuentran por debajo del limite
permitido segln la AOAC (Cuadro 2), esto indica que hubo un grado de concordancia alto entre
los resultados obtenidos para cada uno de los minerales (MEFT 2018).



Cuadro 7. Valores de precision para cada uno de los minerales

Mineral DSRo DSRe
Potasio 4.02 <6.8
Hierro 5.41 <8.4
Manganeso 8.88 <14.0
Zinc 5.03 <8.0
Magnesio 4.94 <6.8

DSRo: Desviacion estandar relativa obtenida.
DSRe: Desviacion estandar relativa esperada.

Los resultados de los porcentajes de recuperacion obtenidos y los valores esperados de los mismos,
se muestran en el Cuadro 8. Todos los porcentajes de recuperacion se encuentran dentro del rango
establecido por la AOAC (Cuadro 2), asi que se puede concluir que el método tiene un buen
porcentaje de recuperacion.

La veracidad se evalud para el método con el fin de brindar certeza de los datos, se comprobé
mediante el calculo del Valor |Z|; siendo sus parametros: |Z| < 2 es satisfactorio, si 2 < |Z| <3 es
cuestionable y si |Z] > 3 es insatisfactorio (AOAC 1985). Se pudo comprobar que en promedio los
valores Z obtenidos dieron valores menores a 2, pero analizandolos individualmente se encontraron
nueve datos cuestionables, y cuatro no satisfactorios. Aunque estos valores no influyeron
significativamente en los resultados se nota que existe alguna fuente de variacion en el método. Se
debe seguir verificando este método para lograr identificar dicha fuente, ademas, los analistas
deben someterse a un proceso de capacitacion, ya que incluso ellos pueden ser la razén principal
en la obtencién de estos valores Z fuera de rango.

Cuadro 8. Valores de recuperacion (%) para cada uno de los minerales.

Mineral Recuperaciono (%) Recuperacione (%)
Potasio 103 115
Hierro 94.7 +15
Manganeso 97.5 +20
Zinc 100.9 +20
Magnesio 97.5 +15

Cada valor de fraccion de masa certificado, es la media combinada de la media de los resultados
de los analisis del NIST vy, la media o mediana de los resultados proporcionados por laboratorios
colaboradores. Los valores se expresan como x + U95%, donde x es el valor certificado y U95%
es la incertidumbre expandida, es decir que el valor real del analito se encuentra dentro del intervalo
x con un 95% de confianza (NIST, 2020).

Los valores de incertidumbre (U) mostrados en el Cuadro 9, se expresaron con un factor de
cobertura k=2 al 95% de confianza, entre mas pequefio el valor de la incertidumbre mejor es la
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calidad de los resultados. Si se quisiera disminuir el valor de incertidumbre se deben identificar las
fuentes de esta para controlar la variacion de resultados en futuros anélisis (Rodriguez et al. 2012).

Cuadro 9. Valores de incertidumbre (%) para cada uno de los minerales.

Mineral U%

Potasio +08.04
Hierro +10.80
Manganeso +17.80
Zinc +10.10
Magnesio +09.90

Se realiz6 un ANDEVA (P > 0.05) para determinar si habia diferencias estadisticamente
significativas entre analistas, entre repeticiones, entre réplicas, o en las interacciones entre los
analistas con las repeticiones y réplicas.

Al observar los resultados obtenidos en el Cuadro 10 para cada mineral, con probabilidades abajo
de 0.05 se puede concluir que no existieron diferencias significativas entre analistas, repeticiones,
réplicas, interacciones analista-repeticion e interacciones analista-réplica, lo cual indica que el
experimento se llevd a cabo sin ninguna fuente de variacion significativa que pudiera afectar los
resultados del anélisis.

Cuadro 10. Probabilidades del ANDEVA para la recuperacion de minerales.

Fuente . _ Probabilidad _ _

Potasio Hierro Manganeso Zinc Magnesio
Analista 0.9054 0.1471 0.2557 0.1057 0.0826
Repeticion 0.6437 0.2623 0.0621 0.1754 0.1483
Réplica 0.7265 0.3211 0.0521 0.7448 0.0678
Analista*Réplica 0.3019 0.3013 0.4104 0.6858 0.4977
Analista*Repeticion 0.8131 0.1316 0.4568 0.3308 0.0790
C.V. (%) 4.27 4.83 7.22 5.12 4.10

C.V.: Coeficiente de Variacion.

Sin embargo, se not6 un riesgo de significancia en dos fuentes de variacion para manganeso y una
para magnesio. Esta observacion se analizO mas de cerca, por cada uno de los analistas y se
determind que se debe a los valores Z obtenidos individualmente por cada uno de ellos. Para
manganeso, el analista 1 obtuvo dos valores no satisfactorios (|Z| > 3) y el analista 3 obtuvo cuatro
valores cuestionables (2 < |Z| < 3). Para magnesio, el analista 3 obtuvo tres valores cuestionables
(2<1Z|<3).

Esto indica que en esas réplicas los analistas no controlaron las fuentes de variacién, y estas
influyeron en el resultado. Aunque no tengan un efecto representativo en los resultados del estudio,
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es necesario que se proceda con un plan de capacitacion a los empleados para controlar la variacion
en sus resultados.
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4. CONCLUSIONES

Se verifico el método de analisis de minerales en el Laboratorio de Analisis de Alimentos
Zamorano (LAAZ) mediante espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) tomando como
referencia el método oficial AOAC 985.35.

Se determiné que la incertidumbre de los resultados obtenidos en el ensayo, por cada uno de
los minerales, se encuentra dentro de los limites aceptables para que este método pueda ser
implementado en el laboratorio de analisis de alimentos Zamorano (LAAZ).
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S. RECOMENDACIONES

Realizar una verificacion posterior para los minerales sodio (Na) y calcio (Ca), los mismos
que no pudieron ser incluidos en el presente estudio, ya que necesitan una revision del método
para que generen resultados confiables.

Realizar verificaciones periddicas utilizando el mismo método de andlisis de minerales y asi
generar una mayor confiabilidad del método, de esta forma se contribuye con el proceso de
acreditacion de la Norma I1SO 17025:2017.

Realizar nuevas verificaciones siempre que existan en el laboratorio cambios en factores que
puedan incidir en los resultados del método, como analistas, equipos, reactivos, etc.

Revisar si la incertidumbre del método es mayor a 0.3 veces la incertidumbre estandar del
material de referencia para reestimar los valores Z prima considerando la incertidumbre del
laboratorio.

Participar en pruebas inter-laboratorios para verificar la veracidad de los resultados.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Pardmetros de longitud de onda y flama para determinacién de minerales.

Elemento Longitud de onda, nm Flama
Hierro (Fe) 248.3 Aire-Acetileno
Potasio (K) 766.5 - 769.9 Aire-Acetileno
Manganeso (Mn) 279.5 Aire-Acetileno
Zinc (Zn) 213.9 Aire-Acetileno
Magnesio (Mg) 285.2 Aire-Acetileno
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Anexo 2. Plan de verificacién de minerales.
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fexparimental de parcelas divididas para evaluar la verificacion del métado, en donde las parcelas
principales fueron los analistas &1, &2 y A3, las repeticiones R1 y B2 fueron las subpssselas v las
cariables fusron las minerales Fe, K, Mn, Zny Mg, Los tratamientes (analistas) evaluaron b veracidad
¢ recuperacion del método en cada repeticidn para cadas una de las variables, 5= realizaron © duplicados
par analista &n cada repeticidn @n un msma dia, la verificacion = realizo en 3 dizs en donde e abtuvg
un fatal de B lotes para bas cusles w0 spaluaron & duplicadas y ks estindares para medir @Ficencia
réecuperacin par analsta.

Ls muatriz se codificard como se musstrs @n s tabla 1.

Tahla 1. Cddiga da matriz (Material da referenca)
ELEMENTO caoIGo
Ealing Chocoiate MR

Ll experimento se realizard como se muestra en la Figura 1

lam-\:a 1

A2

AR
HEEEHE
Q0000

Figurs 1. DiGUSmS ssparimental pers

acién oe veracidad - ANALSTAS ¥ WATRICDS

G cadbeulan las medias v desviaciones esténdar por analista v se comparan mediante prusbas de
MDA &195 % de confianza. 5ine se evidencian diferencias significativas, so calcula una mediay uns
Mesviacion estindar ghobales y se evalia el sesgo de la siguiente foomia:

a] 5o calcula el sesgo por diferencia absoluta entre 2 media experimental y el valor indicado en
@l certificads del material de referancia.
Ecuacidn 1 d= If,_,;— Capae|
|- sesgo; If_.”..' medicitn experimental y un; Oy valor de referencia).
b} S evaluard por un test de ghydent si el segga e significativamente mayar 3 la incertidumbra

deel material de referenca, siguiendo estas ecuaciones:

Ediado por: 5. Vivas Revisado por: L Maldonado Aprabado por: L. Maldonado
Emiia i 1030.38.10 Figinad du?



Continuacién Anexo 2.

LA " AC AL IMIENTOS =
Plan de verificacide-Determinecide de Mimermies por ol mélodo ADAL 38535 LAAAZ25-1
&
Ecusacidm 2 Loy ™
Halzr
By s wer exuacion 3.
Ecusacidm 3

SF
My = |_+.“Ewr
o n

bet s e el cuadrado de b incertidumbre declarada an el certificado del material de referencia. 52:
[Warianzs de las madiciones; M- namera total de mediciones.

[ determinan los valoras gutlier splicanda el tact de Grupkhs, s= caleuls el G sxparimental aplicanda
la siguiente farmula:

_1xi-X1

T8

B e s rmedia el conjunta de mediciones, ki es un dato individual v s es la desviacion esténdar,

Ecusaciin 4 (e

[Experimento 02: Predsion y recuperasdian (Repetibilidad y reproducibilidad entre muestras y
|analistas)

Para realizar lavalidacicn, s utilizt un disefio experimental de parcelas divididas en donde bas parcelay
rincipales fueran los analistas (51, A2 y A3) v ks suhoaccelss fueran los dias y la matriz. Se evalu iy
preciicn y recuperacion entre analistag, el ansayo se realizd durante 3 diss an log cuales se prepararan
|5 lotes, cada lote con ls matriz de prueba v los patrones de referencis para medi eficiencia
recuperaciin par analista, con el fin de evaluar la precsion de los analistas.

En la Figura 2 o muestra de farma grafica coma serd el disefio axperimental para realizar ks validacian
nara la matrie MR Baging Chocolate

[Analisia 1| nalisa 3|

i

MAL 2 BRI 2

AR5

=

RT3 L. CRguarss aspanimental Bars aullsackin oa preciin - AMALSTAS Y MATRILS

Tabla 1. € de matriz al de referencial

EdHado por: 5. Vivas
Eemiiila: =l 30050 20,15

Ravisado por: L Maldonado Aprobado por: L. Maldonado
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e ! TOS

por el méfode ADAL F85.35 LAA-IZ25-1

Plan de verificacide-Determinocide de Mineroles

L fei od oz o3 [ [} [
i

1 AR | A Rls| A RZa| AsRlas| ARZi | ARLe
2 Gy R, (A Ry | ARy | AGR2,| AGRDG | A Rlg
2 i Aghidy | Aghiy | AgRd, | AR, | AR | AgRig
H AR | AR | ARds | AR | AGREG | AsR2e
3 1 ARl | ARy | AGR1 | BT, | AsR10 | AGRLG
2

AT | MiRTs | AGRD | B2, | AaRLG | MGR2G

: 1 dupdicado
[5e determina si existen diferencias significativas entre bos resuliades de cada asalista v entre cada dia. mediante
f prucha de AMOYA de dos factores al 95 % de confianea.

A analista: B repeti

ICalculs de incertidumbra de iales de referancia ADCS

L incertidumbee en los materiales de referencia se expresa coma una incertidumbre expandida U cony
un factor de cobertura k=2 al 95% de confianza.

L incertidumbre expandida se calcula a partir de 2 incertidumbre esténdar vtilizando ks fdrmula:

Ecusacitn 5 U=k"u

Besirss & es 2l Factor de cobertura v u es incertidumbre sstdndar,

L incertidumbre esdndar de los materiales de referencia es evaluada como una incertidumbre tipo A
[ehido 3 gue si deriea de un numera finito de mediciones, ssta se calcula con la fRomuks:

¥
¥n
Dopde: & s s desviacidn estdndar ded conjunto de datas ¢ n es el ndmeno de mediconss.

Ecsaciin & u=

Cl ndmere de medicines para realizar 2l caleuks de s incertidumbre de los materiales de gelarsanin)
e abtienen del certificada de cada una, omitiendo valores guiliss.

[5e determinan los valores gualier splicanda el test de Gryubhs, se calcula el G experimental aplicanda
La siguiente farmula:

_lx-X1
==

Ecuacion 7 (i

Bspele: X es la media del conjunto de medicianes, i es un dato individual y s es la dessiacion
estindar.

8. Evaluacidén de la incertidumbre

Modelo de cilosko y fuentes de incertidumbre
Mururando: Mineraks

Modido

Editado por: 5. Vivas
Emisids =l 203 28,10

Revisado por: L Maldonasdo Aprobado por: L. Maldonado
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Continuacién Anexo 2.

1] 525 D

15

Plan de verificacide- Determinacide oe Mimeroles por el méfodo ADAC 385 35

LAAIZ25:1

Madelo de cilosks y fuentes de incertidumbre

minerakes.

Ecusacidn 2

Minerales, mg/100g= (C/n)
iC: Concentraciin mgml del giggal.ne nimeno de repeticlones realizadas
Esxcling C%= (L*Fd - B)/P

L: bectura de absorbancia lelda por el Softeare S0LA4F del espectrefobdmetro de absordén atdmica; EA: Factan
e dikucitng 8: Pramaedio de bos blanoos; P2 peso de la muestra
Mota*: El laboratorie cventa con una base de datos que caloub automdticaments la concendracidn dey

Wa: Yolumen del ddco utilizaco para aforar la muestrag Fe, K, Mn, Zn, Mg masa atdmica de los elementos

Variasla/fueste |} VariableMumte 1 Wariablke Funte Tipa Estimaciin frederencia
[y ———Y Expeeri 02
Wa* Tolarancia Especificaciin e la bureta
calbracian Centificado de calibraddn
Enpansidn Tie=paralura ambanta
Fe K, Mn, In, M atosca UPALC J00% Esvdndires da pido apémico
Mg

MOTas Y ERCEpOonEs

"m0 5@ cuenia actualmente con datos sufickestes para estimar la deriva.

9. Registros

Lo resaliagias sxperimeniales s regiticanin en LAA-FI35-L v on | haja de ciloale de o in erales LAA-Fe225-1

10, Programa de actividades

T uniin sudin Bywibs W Oclubre
Sumana 4 3 4 i 2

(Garitidn di recunon X
Varilicadion prnvia u
E 1 X X
Enpurimunty 1 [ [l

3 [ X
Entruga di infarme [l
Registro de modificaciones
Histarial

Fecha Baodificacién
Madificaciones en la versién actual
Utilce este cuadro para registrar mooficociones que I explicockonis detoil
Claussla Modificaciin Modificade por | Aprobado por)

Editado por: 5. Vivas
miios: =l 1000 20,10

Rovizado por: L Maldonado
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Aprobado por: L. Maldonado
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