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RESUMEN

Objetivos: Validacion in-house y estimacion de la incertidumbre mediante ensayos de recuperacion en la determinacion de grasa en
conservas de raciones de combate, utilizando la informacion generada en el proceso de validacion. Material y métodos: La deter-
minacion de la grasa se realiza por gravimetria, previa hidroélisis con acido clorhidrico y extraccion de la grasa con éter de petroleo
40-60 °, mediante el sistema Soxtec System Tecator. Se analizan matrices y concentraciones (baja, media y alta) representativas de
las muestras de rutina utilizando un disefio anidado de tres factores. La veracidad del método se evalta estimando el sesgo propor-
cional a partir de los ensayos de recuperacion. La estimacion de la incertidumbre se realiza aplicando la ley de propagacién de la
incertidumbre, agrupando términos relativos de incertidumbre de precision, recuperacion y pureza del estandar. La incertidumbre
expandida se obtiene aplicando un factor de cobertura K=2 (nivel de confianza del 95%). Resultados: Se obtienen recuperaciones
medias de grasa entre 0,95 y el 1,01 en tres niveles de concentracién, por lo que la exactitud del método se considera buena. Los
porcentajes de incertidumbre expandida relativa que se declaran para cada nivel de concentracion de grasa son los siguientes: 0,50%
(17,64%); 0,5-1,00% (13,09%); 1,00-16,55% (6,62%); 16,55-35,14% (6,00%); 35,14-50% (7,00%). Conclusiones: La incertidumbre se
estima utilizando la informacion generada durante el proceso de estimacion del sesgo proporcional y puede aplicarse al analisis de
futuras muestras de rutina con este método analitico.

PALABRAS CLAVE: Incertidumbre. Recuperacion. Grasa. Conservas. Raciones de combate. Ejército de Tierra.

Validation in-house and uncertainty estimation by recovery assays in fat gravimetric determination in canned foods of combat rations
Spanish Army

SUMMARY: Objectives: Validation in-house and estimation of the uncertainty through recovery assays in determination of fat in
canned foods of combat rations by gravimetric using the information generated in the validation process. Material and methods: Fat
determination is carried out by gravimetric, previously hydrolyzed with hydrochloric acid and extraction of fat with ether of petro-
leum 40-60 °, by means of Soxtec System Tecator. Representative matrix and concentrations of the future routine samples are analy-
zed (low, medium, high) by using a nested design of three factors. The trueness of the method is evaluated by estimating the propor-
tional bias starting from the recovery assays. The uncertainty estimate is carried out by applying the propagation law of errors, that
contains terms of uncertainty of precision, recovery and standard purity. The expanded uncertainty is obtained applying a coverage
factor K=2 (confidence level of 95%). Results: The accuracy of the method can be considered good. Fat recoveries are obtained bet-
ween 0,95 and 1,01 for the three concentration levels. The percentages of relative expanded uncertainty that are declared for each con-
centration level of fat in the samples of routines are the following ones: 0,50% (17,64%); 0,50-1,00% (13,09%); 1,00-16,55% (6,62%);
16,55-35,14% (6,00%); 35,14-50% (7,00%). Conclusions: The estimated uncertainty is carried out by using the information generated
during the proportional bias estimate process, and it can be applied to the future routine samples analysis by this analytic method.

KEYWORDS: Uncertainty. Recovery. Fat. Canned foods. Combat rations.

INTRODUCCION

La validacion de un método analitico es un componente
esencial de las medidas que el laboratorio debe tomar para ob-
tener datos analiticos fiables y comparables, y su autenticidad
depende de la determinacion cuidadosa de los criterios de cali-
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dad del método analitico. En este sentido la responsabilidad de
los analistas para asegurar que los informes proporcionan datos
exactos tiene una gran importancia en las decisiones en salud put-
blica que se puedan tomar en el ambito de las Fuerzas Armadas.

Se admite generalmente que la adecuacién a la finalidad o
requerimientos perseguidos de un método analitico “fitness for
purpose” no puede ser evaluado sin una estimacion de la incer-
tidumbre de la medida para comparar con la confianza reque-
rida. Precisamente uno de los requisitos de la ISO 17025! para
la acreditacion es la estimacion de la incertidumbre expandida,
parametro fundamental para la implementacién de la trazabili-
dad como medio para asegurar la comparabilidad de resultados
y una parte esencial de cualquier analisis cuantitativo. Puede
suceder que dos métodos dan el mismo resultado, pero si la in-
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certidumbre es demasiado alta muchos resultados podrian estar
fuera de los limites de aceptabilidad.

Los principios establecidos en GUM?, publicada por ISO,
también conocida como aproximacion “bottom-up” para la eva-
luacion y expresion de la incertidumbre en un amplio rango de
medidas, son significativamente diferentes de los métodos utili-
zados en analisis nutricional, en los cuales generalmente se hace
uso del método de forma global. Parametros como la precision
y recuperacion obtenidos durante la validacion in-house cons-
tituyen una alternativa excelente para evaluar la incertidumbre
de los métodos analiticos y evitar un excesivo coste en tiempo y
esfuerzo’’.

La amplia variabilidad de matrices y concentraciones de gra-
sa de las conservas de raciones de combate, hace que los labora-
torios de analisis nutricional tengan limitaciones en la validacion
de los métodos analiticos debido a la carencia de referencias con
alto nivel de trazabilidad, tales como materiales certificados de
referencia, ante la dificultad de emparejar la matriz y la concen-
tracion de las muestras de rutina con el material de referencia
certificado. Por tanto, se recurre a referencias con un mas bajo
nivel de trazabilidad, como las muestras fortificadas o adiciona-
das, recurso menos costoso, con la desventaja de que el analito
adicionado puede tener un comportamiento diferente del analito
nativo, pero es una de las referencias frecuentemente utilizadas
en los laboratorios de analisis.

La TUPAC “Gold book’® define la recuperacion como la frac-
cion de la cantidad total de una sustancia recuperable siguiendo
un procedimiento quimico. El término recuperacion se usa habi-
tualmente para expresar la relacion entre el analito encontrado
con el método analitico frente a un valor de referencia. La TU-
PAC? ha recomendado usar el término “recuperacion aparente”,
que se define como el valor observado, x(obs), derivado de un
procedimiento analitico por medio de un grafico de calibracion
dividido por el valor de referencia, x(ref). La “recuperacion apa-
rente” puede estimarse con técnicas de regresion'® o mediante el
método de la recuperacion media, segtn la siguiente expresion,
donde R,,, es la recuperacion media; R;; es la recuperacion ob-
tenida para la muestra j adicionada con la cantidad i de analito;
n es el nimero total de replicas adicionadas de analito, y p es el
nimero de matrices adicionadas. R;; se calcula como la relacion
entre la concentracion encontrada y adicionada (Ce ;/Ca ;).

P n
R, =& (D
pn

Uno de los parametros mas importantes en la validacion de
un método analitico es la estimacion de la veracidad, que se con-
sidera en términos de recuperacion'! e implica la estimacion del
sesgo proporcional, que varia con la concentracion y se evalua en
términos de “recuperacion aparente”, variando la concentracioén
adicionada y el intervalo de matrices de la muestras de rutina.

OBJETIVOS

Validacion in-house y estimacion de la incertidumbre me-
diante ensayos de recuperacion en la determinacion de grasa en

conservas de raciones de combate, utilizando la informacién ge-
nerada en el proceso de validacion, para poder aplicarse al anali-
sis de futuras muestras de rutina con este método analitico.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de la muestra

Las conservas de las raciones de combate se trituran en la
trituradora (Vorwerk, Germany) aplicando varios periodos de
10 sg de duracién a la intensidad maxima, con lo que se consigue
una mezcla de consistencia pastosa. La temperatura de la mues-
tra al final de la trituracion no debe sobrepasar 24°C y se mide
con un termémetro con certificado de calibracién. El tamafio
de particula se comprueba sobre un tamiz ISO 3310-1:2000 con
tamafio de la malla < Imm y didmetro de 200 mm.

Las muestras una vez homogeneizadas se analizan tan pron-
to como sea posible y siempre dentro de las 24 horas siguientes,
manteniéndose en refrigeracién a una temperatura 2-8° C. No
obstante, es posible congelar las muestras a — 22 °C, descongelar-
las en refrigeracion, y a continuacion analizarlas.

Método de analisis

El método de analisis se ha modificado con respecto a la nor-
ma ISO 1443-1973"2 y a los métodos analiticos de la AOAC?, y
se ha elaborado un procedimiento interno de analisis de grasa
en conservas (animales, vegetales y platos preparados) de las ra-
ciones de combate. En la metodologia de validacién se utilizan
tres matrices representativas de la variabilidad de las muestras de
rutina o futuras (melocotén en almibar, paté y sardinas en acei-
te). A las muestras se les afiade una referencia estandar (aceite
de ricino, riqueza 99,7%) (Sigma-Aldrich) con lo que se obtie-
nen concentraciones de grasa en el centro y en los extremos del
rango de trabajo. Las muestras adicionadas con el analito y las
muestras sin adicionar se analizan en la misma serie, en condi-
ciones de precision intermedia, y mediante un disefio anidado'4,
se varian dentro del laboratorio aquellos factores que afectan al
procedimiento analitico (cantidad adicionada, matriz, precisién
intermedia), hallandose la recuperacion por triplicado.

La determinacién de la grasa se realiza por gravimetria, pre-
via hidrolisis con acido clorhidrico 3N en ebullicion durante 1
hora. La extraccion de la grasa se realiza con éter de petroleo
40-60° mediante el sistema Soxtec System Tecator.

El calculo de la repetibilidad se realiza a partir de la expre-
sion siguiente, donde S, es la estimacion de la desviacion estan-
dar de la repetibilidad de las recuperaciones y n el numero de se-
ries. Se asume que el error sistematico es el mismo en el intervalo
de aplicaciéon del método.

S,= NS 2SS NS Xl

El limite de repetibilidad se obtiene segtin la expresion: 1,96
A/28r? , para un nivel de confianza del 95%.

Para el estudio del sesgo proporcional del método analitico
se calcula la recuperacion media, R,,, y el estadistico t, de dos
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colas, para determinar si el valor medio obtenido en las recupe-
raciones de grasa es significativamente diferente de 1'5. La expre-
sion siguiente se utiliza para hallar la recuperacién aparente de
cada serie:

En la que C,,,,= Cantidad anadida de analito y cantidad de
analito en la muestra, C,,= Cantidad de analito en la muestra, y
C,= Cantidad de analito afiadida a la muestra de analisis.

Y si R,,, que es una estimacion media experimental de la recu-
peracién aparente, obtenida con la expresion (1) no es estadisti-
camente diferente de 1, se debe satisfacer la siguiente inecuacion:

‘Rm - 1‘ < Lo err U(SeS20)

terit = |1 - Rm| .y para que el método sea veraz debe cumplirse
u(sesgo)
que texp < tcril

donde, R, es la recuperacion media, u(sesgo) es la incertidumbre
del sesgo, y t, res el valor tabulado de dos colas para los grados
de libertad efectivos asociados a u(sesgo) al 95% de confianza,
calculados utilizando al aproximacion de Welch-Sattherthwaite.
La incertidumbre del sesgo se estima segin la expresion:

S
u (sesgo)= —
Jn
donde, s es la desviacidon estandar de las n recuperaciones, y n el
nimero de recuperaciones.

Fuentes de incertidumbre

Las fuentes de incertidumbre del mensurando se pueden
identificar construyendo un diagrama causa-efecto. Entre las
mas significativas tenemos la masa de la muestra y la masa de la
grasa extraida, la pureza del material estandar, variabilidad de
las muestras de rutina, repetibilidad de la recuperacion, pobre
representacion entre matrices utilizadas en el experimento y las
correspondientes a las muestras de rutina y pobre representa-
cién del analito nativo en relaciéon al analito adicionado. Este
procedimiento resulta ortodoxo y la cuantificacion de la incerti-
dumbre estandar en etapas intermedias no siempre es facil. En
consecuencia se decide realizar la estimacion de la incertidumbre
de una forma global, considerando el proceso analitico de forma
conjunta, y siguiendo las recomendaciones de la guia EURA-
CHEM/CITAC'S, se aprovecha la validacion del método para
calcular la incertidumbre de los resultados, de tal manera que
se agrupan los términos relativos incertidumbre de la precision,
incertidumbre de la recuperacion e incertidumbre de la pureza
del material estandar que se adiciona a la muestra.

La incertidumbre combinada estandar u (y), usualmente de-
nominada ley de propagacién de la incertidumbre!’, basada en
una serie de primer orden de Taylor, y asumiendo que todas las
fuentes de incertidumbre son proporcionales a la concentracion
de analito, los componentes individuales para modelos que im-
plican un cociente y= p/(q x r X...), se expresa por la suma de
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incertidumbres relativas (u(p)/p) de los parametros independien-
tes, expresados como desviacion estandar relativa:

U, (y)="% grasa (u(p ;ec) )2 + ( u(R, ))2 . ( u(Pureza))z_

R P

m

Y la incertidumbre expandida (U), se obtiene multiplicando
la incertidumbre combinada estandar (u.), por un factor de co-
bertura K=2, asimilable a un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

En la tabla 1 se exponen los resultados estimados de las recu-
peraciones de grasa en matrices representativas de las muestras
de rutina para los tres niveles de concentracion.

Tabla 1. Recuperacion media estimada para cantidades de grasa
adicionada a tres niveles de concentracion.

Nivel de concentracion n R S(R)
Bajo: 1,00% grasa 6 0,95 (0,90-1,01) 0,04
Medio: 16,55 grasa 6 1,01 (0,98-1,04) 0,02

Alto: 35,14% 15 1,01 (0,94-1,13) 0,06

n: nimero de réplicas analizadas.
R: recuperacion media. S: desviacion estandar de la recuperacion.

Se obtiene un valor t., <ty .,y por consiguiente, R, no
difiere estadisticamente de 1, dentro de los limites de su incerti-
dumbre, y se verifica la ausencia de sesgo proporcional significa-
tivo del método. No obstante, para niveles bajos de concentra-
cién de grasa se halla un sesgo proporcional significativo. En la
tabla 2 se muestran los datos de repetibilidad y limite de repeti-
bilidad para porcentajes de grasa bajo, medio y alto.

Tabla 2. Valores de repetibilidad y limite de repetibilidad con una
probabilidad del 95% a tres niveles de concentracion de grasa.

Nivel de concentracion Repetibilidad* Limite repetibilidad 95%
Bajo: 0,5-10% grasa 0,032 0,064

Medio: 10-20% grasa 0,018 0,050
Alto: > 20% grasa 0,034 0,095

*En términos de recuperacion

La diferencia maxima entre los resultados de dos recupera-
ciones utilizando muestras fortificadas, de acuerdo con la siste-
matica de validacién, realizadas por el mismo analista, sera en
tanto por uno, igual o inferior, a los datos de la Tabla 3.

Asimismo, la exactitud del método se considera buena, ob-
teniéndose recuperaciones entre 0,90 y 1,13, con unas recupe-

Tabla 3. Diferencias entre recuperaciones para los Porcentajes de
grasa indicados.

% Grasa Dy
0,5-10 <0,06
10-20 <0,05
20-50 <0,09
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raciones medias entre 0,95 y 1,01, incluyendo los tres niveles de
concentracion.

La precision intermedia del método o reproductibilidad
intra-laboratorio, estimada sobre los datos de recuperacion, ex-
presada como desviacidon estandar relativa (DER), se considera
satisfactoria, segun los siguientes porcentajes:

— Nivel de concentracion bajo.: 4,05%
— Nivel de concentracion medio: 2,17%
— Nivel de concentracion alto: 5,64%.

Y se estima el intervalo de recuperaciones valido, entre 0,86 y
1,16 (nivel de confianza del 95%), para los tres niveles de concen-
tracion estudiados. En las tablas 4, 5y 6 se exponen los datos con
los parametros utilizados para la estimacién de la incertidumbre
expandida relativa (U o).

Tabla 4. Porcentaje de incertidumbre expandida relativa para un porcentaje de
grasa del 1,00% ( Nivel de concentracion bajo).

Valor u estandar u estandar

Valor medio (x) u(x) relativa u(x)/x e Uexpra
Precision 0,956 0,0388 0,0405 0,0436  8,73%

Sesgo 1,0 0,016 0,0158

Pureza 99,7 0,17 0,0017

Tabla 5. Porcentaje de incertidumbre expandida relativa para un porcentaje de
grasa del 16,55% ( Nivel de concentracion medio ).

Valor Valor u estandar u estandar u U
medio (x) u(x) relativa u(x)/x N exprel
Precision 1,07 0,022 0,0205 0,0238  4,50%
Sesgo 1,0 0,009 0,0089
Pureza 99,7 0,17 0,0017

Tabla 6. Porcentaje de incertidumbre expandida relativa para un porcentaje de
grasa del 35,14% ( Nivel de concentracion alto).

Valor Valor u estandar u estandar u U
medio (x) u(x) relativa u(x)/x ¢ exprel
Precision 0,99 0,034 0,0343 0,0375  7,50%
Sesgo 1,0 0,015 0,0152
Pureza 99,7 0,17 0,0017

El limite de cuantificacion del método se estima en un 0,2%
y la estimacion de la incertidumbre expandida relativa, Uc, o,
para la concentracion del 0,50% de grasa, se realiza a partir de
la incertidumbre absoluta constante para la concentracion de 1,
00%, y se obtiene un valor del 17,46%.

Tabla 7. Declaracion de incertidumbre expandida relativa (% U,,, ) para los
intervalos de concentracion de grasa.

Grasa %0 Ueprel
0,5% 17,46%
0,5-1,00% 13,09%
1-16,55% 6,62%
16,55-35,14% 6,00%
35,14-50% 7,50%

La incertidumbre expandida relativa (U, ;) para cada nivel
de concentracion de grasa son las que se declaran en la Tabla 7.

En la figura 1 se representa la contribucion de la precision,
sesgo y pureza del material estandar a la contribucién de la in-
certidumbre expandida relativa combinada.

Incertidumbre combinada relativa

u(x)/x
NCA
T 0O Pureza
NCM O Sesgo
- W Precision
NCB
(o] 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Figura 1. Contribucion de la pureza del material estandar, sesgo y
precision a la medida de la incertidumbre estandar relativa combi-
nada. NCA = Nivel de concentracion alto. NCM = Nivel de con-
centracion medio. NCB = Nivel de concentracion bajo.

DISCUSION

El procedimiento analitico ha sido validado globalmente con
inclusion del tratamiento de la muestra antes del analisis, y abar-
ca todo el rango de concentraciones del analito, que representan
el rango normal de trabajo del método o la concentracion espe-
rada en la muestra, y las matrices representativas de las muestras
de rutina o futuras. En todo caso se ha considerado un equili-
brio entre coste y beneficio en la estimacion de la incertidumbre,
dada la gran variabilidad de matrices que pueden afectar a las
muestras de rutina.

Las muestras fortificadas o adicionadas se preparan afna-
diendo aproximadamente la misma cantidad de analito a cada
muestra individual, con concentracion inicial de analito, por
considerarse poco practico realizar submuestreos a partir de una
masa de muestra adicionada, y con ello se evita introducir una
incertidumbre derivada de la homogeneizacion.

En aquellos casos en los que la concentracion de analito na-
tivo es apreciable, la adicion del analito se realiza de tal manera
que la concentracion final en la porcidn test sea similar a la con-
centracion de analito nativo para evitar incurrir en una elevada
incertidumbre relativa en la recuperaciéon del analito adiciona-
do'®. Es de esperar que el resultado resultante de la estimacion
de la recuperacion en muestras reales tenga un sesgo, ya que una
incompleta recuperacion deriva a sesgo, sobretodo en métodos
analiticos de estas caracteristicas que incluyen varios pasos de
transferencia de masa que implican eficiencias diferentes del
100% (extraccion, digestion, etc.)".

La recuperacion del analito adicionado puede diferir de la
recuperacion del analito nativo, ya que no se produce una total
destruccion de la muestra durante la hidrolisis, ademas las mues-
tras adicionadas poseen matrices complejas sélidas o semiséli-
das, y tampoco se espera que el analito sea quimioabsorbido por
la matriz, y el analito adicionado podria tener una recuperacion
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mas alta que el analito nativo al tener distinto comportamiento.
Por este motivo, se obtienen recuperaciones inferiores y supe-
riores al 100% en cuanto a “recuperacidon aparente”, debido a
que en el calculo de la misma se introducen errores procedentes
de la cantidad de grasa de la muestra con analito nativo y de
los procedentes de la extraccion de la grasa adicionada. Es de
resaltar que la veracidad de los métodos analiticos no puede ser
garantizada por la posibilidad de existencia de un sesgo constan-
te?, independiente de la concentracidn, cuyo estudio sera objeto
de futuras investigaciones. Por otro lado EURACHEM vy otras
aproximaciones no consideran el hecho de que pueda existir un
sesgo constante en los métodos analiticos.

Una idea mas aproximada del comportamiento del analito
nativo seria el analisis de un MRC que contenga un analito mas
dificil de extraer que el de las muestras reales, y la recuperacioén
observada proporcionara una recuperacion “worst case” y se po-
dria asumir que la recuperacion de las muestras reales probable-
mente estaran mas proximas a 1.

Siguiendo las recomendaciones de la IUPAC? la adicion se
hace a tres niveles de concentracion (bajo, medio, alto), en los
extremos y en el valor medio del intervalo de concentraciones de
las muestras de rutina o muestras futuras, ya que la recuperacién
y su incertidumbre estandar suelen depender de la concentracion
de analito?, y el cambio de la incertidumbre con la concentra-
cién es atribuible a la recuperacion del método?.

En este trabajo experimental se utiliza el método de la re-
cuperacion media, que es el resultado de la estimacion de la re-
cuperacion de cada cantidad de analito adicionado a diferentes
matrices que son representativas de las muestras futuras. Este
método podria proporcionar incertidumbres menores que el mé-
todo de adiciones estandar. Precisamente una de las limitaciones
de la técnica de adiciones estandar es que puede obtenerse una
estimacion incorrecta del sesgo proporcional si se produce un
efecto interactivo entre la matriz y el analito®.

Las consideraciones estadisticas recomiendan realizar 3< n <5
replicados en cada nivel de concentracion y, en este caso, el em-
pleo de un disefio anidado de tres factores (cantidad adicionada,
factor analito-matriz y precision intermedia), permite obtener
informacién util para la estimacién de la incertidumbre®, ya que
los resultados de los ensayos de recuperacion se ven afectados
por estos factores.

De acuerdo con las recomendaciones anteriores, se realizan
analisis por triplicado, que ademas de ajustarse a las caracte-
risticas del instrumento, permite analizar conjuntamente las
muestras con analito nativo y analito adicionado. El nimero de
replicados realizados se considera suficiente para proporcionar
una fiable estimacion de la desviacion estandar de los resultados.
Estadisticamente se ha demostrado que con menos de 6 repli-
cados el intervalo de confianza de la poblacion llega a ser muy
amplio, y mas alla de 15 replicados hay pocos cambios en el in-
tervalo de confianza.

En la bibliografia se citan datos de recuperaciéon con un
rango de tolerancia para residuos quimicos entre el 70-120%%.
Similares datos se han obtenido en recuperaciones de grasa en
alimentos diversos (77-134%)%. En otros trabajos se detallan
unas recuperaciones aceptables, en%, dependiendo del nivel
de concentracion de analito: 100% (98-102); 10% (98-102); 1
(97-103)*. En nuestro caso se observa una ligera desviacion
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respecto a estos datos para concentraciones de grasa del 1%,
al obtenerse una recuperacion media del 95%.

En 3 ensayos de aptitud realizados en nuestro laboratorio,
para un valor de grasa asignado del 2,66%, se ha conseguido una
recuperacion del 92%; para un valor del 30,40%, se recupera un
97,07%, y para un valor del 18,26%, se recupera un 95,70%. Por
consiguiente, existe un sesgo de recuperacion que puede depen-
der, especialmente de la concentracion, y de la matriz, de errores
aleatorios, y seria factible corregir los resultados para niveles de
concentracion bajos grasa.

Otro aspecto importante de la validacion es el estudio de re-
sultados anomalos “outliers”, que se realiza mediante el criterio
R de Grubb’s, recomendado por la (ISO 5725-2)%, que supone
que la poblacidn es normal. En este sentido el teorema del limite
central proporciona el fundamento estadistico para esperar una
distribucion normal en una media de datos experimentales suje-
tos a errores aleatorios. No obstante, para verificar que los datos
individuales se ajustan a una distribucion normal se ha utilizado
el test de Kolgomorov-Smirnov, test de asimetria, test de curtosis
y el diagrama de puntos. Los resultados obtenidos con el test de
curtosis (momento de cuarto orden) y asimetria (momento de
tercer orden) para una distribucién normal se hallan dentro del
intervalo [-2, 2].

Aunque existen muchos tests estadisticos para comprobar la
normalidad de los datos, y ninguno garantizado para rechazar
o conservar los valores de datos individuales, sélo unos pocos
tienen la suficiente potencia para ser usados en analisis nutricio-
nal, en donde habitualmente se manejan pocos datos. Tampoco
es infrecuente encontrar resultados contradictorios en contrastes
de datos anomalos, por ejemplo, entre el contraste de Grubb's
y el test Q de Dixon. No cabe duda, que al rechazar un valor
la precision suele mejorar, de ahi la importancia de ser cauto
a la hora de rechazar datos anomalos, y sobre todo cuando las
medidas se registran pocas veces, el rechazo de un valor origina
una gran variacion sobre la media y la desviacion estandar. Esta
dificultad explica el uso creciente de métodos estadisticos no pa-
ramétricos y robustos, al ser insensibles a valores extremos. No
obstante, nuestro criterio es buscar las causas que generan datos
andmalos, incluyendo factores humanos®, antes de proceder a
descartarlos. En todo caso los criterios subjetivos no son validos
para considerar un resultado como discrepante.

Cuando la recuperacion aparente no es estadisticamente di-
ferente de 1, se puede concluir que el método analitico no tiene
sesgo proporcional significativo. Pero cuando se valora la vera-
cidad siempre existe una probabilidad de concluir que el sesgo
proporcional no es significativo. Los resultados de simulacion de
la recuperacién aparente con el método Monte-Carlo muestran
que el sesgo no significativo puede infraestimar la incertidumbre
de los resultados y los porcentajes de exactitud de futuros resul-
tados serian mas bajos del 95%.

En realidad no seria necesario aplicar un factor de recupera-
cion X .= Fuom X ¢/R,, a las futuras muestras de rutina que se
analizaran con el procedimiento®-*, salvo para niveles de con-
centracion <1% de grasa en donde la recuperacion es significati-
vamente diferente de 1. En la expresion anterior, ¢ es la concen-
tracion al analizar la muestra, R, la recuperacion media, X,
resultado obtenido para futuras muestras y F,,, serd 1 a efectos
practicos.



Validacién in-house y determinacion de grasa por gravimetria en conservas de raciones de combate...

La precision del método constituye un factor importante en
la incertidumbre combinada, expresada como desviacion estan-
dar de las recuperaciones, y es similar en orden de magnitud para
los tres niveles de concentracion estudiados. Esto indica que esta
desviacion estandar es independiente de la concentracion. Cabe
decir que la relacion entre la precision, expresada como desvia-
cién estandar, y la concentracion en un sistema analitico puede
seguir otro tipo modelos, incluyendo modelos hiperbdlicos™®.

Los niveles de precision, expresados como desviacion es-
tandar relativa, hallados experimentalmente, en tres niveles de
concentracion son los siguientes: nivel bajo (1,00%/2,20%), ni-
vel medio (16,55%/1,88%) y nivel alto (35,14%/1,14%), son lige-
ramente inferiores a los que predice la ecuacion de Horwitz de
acuerdo con la ecuacion empirica:

DER= 2(1—0,5Iog C) 1639,

Los ensayos de recuperacion puede verse afectados por otros
componentes que pueden afectar a la recuperacién®’, como por
ejemplo, el factor R, que afecta a las diferencias de recuperacion
para una muestra real comparada con la recuperacion obser-
vada para el material usado para estimar R, , que es una esti-
macion de la recuperacion media del método. Por este motivo
se analizan un rango representativo de muestras adicionadas,
cubriendo matrices tipicas y concentraciones de analito. Otro
factor a considerar es, R, que afecta a la muestra adicionada y
puede tener un comportamiento diferente a la muestra real con
analito nativo. Por lo tanto, se deduce que la incertidumbre en
R, u(R), tendrian contribuciones de u (R,,), u (R,), y u (R,,,). La
incertidumbre u(R,) es, por tanto, la desviacion estandar de las
recuperaciones medias para cada muestra tipo, y se ha conside-
rado despreciable, asi como u(R,,,).

Hay que tener presente que la incertidumbre de la medida a
muy baja concentracidn, por ejemplo, para porcentajes de gra-
sa del 0,5%, cercana al limite de deteccion del método, que se
estima en un 0,2%, podria incrementarse fuertemente, y la su-
posicion de que la incertidumbre relativa es constante no puede
aceptarse en algunos casos. Por ello, se aplica una transicion a
incertidumbre constante absoluta en el mas bajo limite del rango
de aplicacion, es decir, una incertidumbre absoluta por debajo
del 1%, y en el intervalo del 0,50% al 1% de grasa, se obtiene una
incertidumbre relativa estimada del 13,09%.

Existe un conocimiento bien estabilizado entre la incerti-
dumbre y la concentracidon, que puede ser usado para justificar
la conversion de la incertidumbre absoluta en un valor relati-
vo. La incertidumbre expandida relativa no se espera que varie
como una funcién de la concentracion, cuando las medidas se
han hecho por encima de su limite de deteccién (> 10 veces), y
la incertidumbre absoluta cambiaria proporcionalmente con la
concentracion en cada serie futura*!.

Ademas, el parametro que mas contribuye a la medida de
la incertidumbre es la precision del método, y probablemente se
explica por la complejidad de la matriz y los errores aleatorios.
Es de resefiar que la contribucién al resultado final debido a la
incertidumbre de la cantidad de material estandar adicionado se
considera despreciable.

La pureza de la referencia estandar (aceite de ricino) se ha
considerado un parametro de influencia en la determinacion de

la incertidumbre pese a tener una contribucion menor del 20%
de la mayor contribucion de la incertidumbre combinada estan-
dar relativa. En este caso para el estandar la pureza es 299,7%, y
se toma el intervalo entre el 99,7% y el 100% como limite de una
funcion distribucion de probabilidad que se asume rectangu-
lar*># (media * 58%), con una anchura de 2a del 0,3%, que co-
rresponde a una incertidumbre estandar de 0,6 x 0,3%= 0,0018.

La incertidumbre expandida, para k=2, se estima en un
10,56%, considerando globalmente los tres niveles de concen-
tracidn, y resulta inferior a la estimacion (19,15%), utilizando
los datos de reproducibilidad de tres estudios interlaboratoriales
citados anteriormente.

CONCLUSIONES

1. La incertidumbre estimada para cada nivel de concen-
tracion se realiza utilizando la informacion generada durante
el proceso de validacion y puede aplicarse al analisis de futuras
muestras de rutina con este método analitico.

2. La incertidumbre asociada con la precision es el término
que mas contribuye a la incertidumbre combinada.

3. Se observa que la recuperacion depende de la concentra-
cién de analito.
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