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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Al objeto de asegurar la calidad en la determinacion de macronutrientes de las conservas de raciones de combate
del Ejército de Tierra y de platos cocinados, se realiza la validacion y acreditacion de los procedimientos analiticos, y se aplican al analisis
nutricional de purés, pertenecientes a dietas geriatricas de una Residencia Militar de Atencion a Mayores de la Direccion de Asistencia al
Personal del Ejército de Tierra. Material y métodos: Los ensayos se realizan con procedimientos analiticos internos. La estimacion de la
incertidumbre se realiza seglin los principios de la guia EURACHEM/CITAC. Resultados: Rango de valores en ensayos de materiales de
referencia certificados (MRC): HUMEDAD: sesgo relativo, 0,19-3,86%; DER; 0,31-1,76%; DER, 0,25-0,86%; HORRAT, 0,15-0,72; U,
1,67-9,80%. PROTEINA: sesgo relativo, 0,00-2,17 %; DERg, 0,77-5,79 %; DER,, 0,34-2,94 %; HORRAT, 0,34-1,44; U, 1,66-18,3%.
Limite de deteccion (LD), 0,08% de nitrogeno. Limite de cuantificacion (LC), 0,29 % de nitrogeno. CENIZAS: sesgo relativo, 2,50-13,63%;
DERg, 2,42-16,62%; DER,, 0,62-8,26%; HORRAT, 0,65-3,30; U, 6,86-45,7%. GRASA: sesgo relativo, 3,74-5,88%; DERy 0,98-3,32%);
DER, 0,94-3,22%; HORRAT, 0,34-1,36%; U,, 13,0-15,8%. En los ensayos de aptitud se obtiene un Z-score z< 2. Las 51 muestras de
purés, elaborados de forma culinaria, arrojan los siguientes valores medios, en porcentaje: humedad (81,3£4,0); proteina (5,17£2,14); grasa
(3,15£1,27); cenizas (0,98+0,48). Conclusiones: Los procedimientos analiticos son ttiles en el rango de determinacion. El alcance de la
acreditacion (ENAC, Espaia) afecta a humedad (40-95%); proteina (0,5-46%), grasa (3,5-50%) y cenizas (0,4-4%).

PALABRAS CLAVE. Validacion. Acreditacion. Macronutrientes. Conservas. Raciones de combate. Purés. Dietas geriatricas.

Validation and accreditation of analytical procedures of macronutrients: application to nutritional analysis in purées of geriatric diets
SUMMARY: Backgrounds and objectives: In order to ensure the quality in determining macronutrients in canned foods of combat rations
Spanish Army and cooked dishes, validation and accreditation of analytical procedures are carried out. These are applied to nutritional
analysis in purées of geriatric diets of a Military Old People’s Home of the Direction of Personal Assistance Spanish Army. Material and
Methods: Assays were performed with internal analytical procedures. The uncertainty estimation is performed according to the principles
of EURACHEM/CITAC guide. Results: Value range of assays of certified reference materials (CRMs): MOISTURE: relative bias, 0,19-
3,86%; RSDy 0,31-1,76%; RSD, 0,25-0,86%; HORRAT, 0,15-0,72; U, 1,67-9,80%. PROTEIN: relative bias, 0,00-2,17 %; RSDy, 0,77-5,79
%; RSD,, 0,34-2,94 %; HORRAT, 0,34-1,44; U, 1,66-18,3%. Limit of detection (LOD), 0,08% of nitrogen. Limit of quantitation (LOQ),
0,29 % of nitrogen. ASH: relative bias, 2,50-13,63%; RSDy, 2,42-16,62%; RSD,, 0,62-8,26%; HORRAT, 0,65-3,30; U, 6,86-45,7%. FAT:
relative bias, 3,74-5,88%; RSDy 0,98-3,32%; RSD, 0,94-3,22%; HORRAT, 0,34-1,36%; U, 13,0-15,8%. Proficiency testing exercices
got a Z-score z< 2. The analysis of 51 purées samples, elaborated in a culinary form, yield the following mean values in percent: moisture
(81,3+4,0); protein (5,17+2,14); fat (3,15+1,27); ash (0,98+0,48). Conclusions: The analytical procedures are useful within the range of
determination. The reach of accreditation (ENAC, Spain) affects moisture (40-95%); protein (0,5-46%), fat (3,5-50%) and ash (0,4-4%).

KEYWORDS. Validation. Accreditation. Macronutrients. Canned foods. Combat rations. Purées. Geriatric diets.

INTRODUCCION

Las personas en edad geriatrica presentan mayor frecuencia y
riesgo de deficiencias nutricionales, aunque en muchas ocasiones
de forma moderada. Suelen ser debidas a una mala planificacion y
adaptacion de los menus ofrecidos que no llegan a cubrir las nece-
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sidades recomendadas de energia, macronutrientes y micronutrien-
tes'. En este sentido la Ley de Seguridad Alimentaria? y Nutricion,
establece que se asegurara una correcta alimentacion en todas las
etapas de la vida y se prestara especial interés a los problemas de
desnutricion.

La malnutricion puede afectar al 59 % de los ancianos que viven
residencias?®, llegando incluso hasta al 85% en el caso de ancianos
institucionalizados mayores de 75 afios. La malnutricién calcio-
proteica y el déficit de vitaminas (A, B4, By, C, D, acido folico),
calcio y zinc son los mas frecuentes*. Por consiguiente, las guias
de nutricion aconsejan incrementar el aporte de proteinas hasta el
1-1,1 g/kg/dia, frente a los 0,8 g/kg/dia que se recomiendan para la
poblacion adulta’.

El analisis nutricional permite conocer de una forma exacta el
contenido real de nutrientes en los alimentos. Con las tablas de com-
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posicion de alimentos, tan solo se consigue una informacioén semi-
cuantitativa, mas exacta, para los macronutrientes o algunos consti-
tuyentes inorganicos®.

Los procedimientos analiticos o de ensayo de macronutrientes
(humedad, proteina, grasa y cenizas) para el analisis nutricional
en conservas de raciones de combate del Ejército de Tierra y pla-
tos cocinados, fueron acreditados por ENAC (Entidad Nacional de
Acreditacion, Espafia), conforme a la norma ISO 17025.

La norma ISO 84027 define la validacion como la confirmacion
mediante examen y provision de evidencias objetivas de que se cum-
plen los requisitos particulares para un uso especifico determinado.

La norma ISO/IEC 170258 indica que los resultados analiticos
deben de ir acompafiados de su incertidumbre, parametro mas im-
portante que describe la calidad de una medida, y afecta fundamen-
talmente a las decisiones que estan basadas sobre el resultado de
una medida.

La norma ISO 3534-9° define la incertidumbre como una esti-
macion unida al resultado de un ensayo que caracteriza el intervalo
de valores dentro de los cuales se afirma que se encuentra el valor
verdadero. El JCGM (Joint Committee for Guides in Metrology)'®
define la incertidumbre como un parametro asociado con el resul-
tado de una medida, que caracteriza la dispersion de valores que
podrian razonablemente ser atribuidos al mesurando. El Vocabulario
Internacional de Metrologia (VIM)!' también define la incertidum-
bre como un parametro, pero no-negativo, que caracteriza la disper-
sion de valores cuantitativos atribuidos a un mensurando.

La trazabilidad de los resultados analiticos se logra con el uso de
materiales de referencia certificados (MRC), la calibracion de equi-
pos y mediante la validacion del proceso analitico. El uso de MRC
es suficiente para poder tener el grado suficiente de comparabilidad
entre resultados sin tener que llegar a la unidad del Sistema Interna-
cional de Unidades (SI).

La adecuacion a la finalidad o requerimientos perseguidos “Fit-
ness for purpose” es lo que deberia llegar a declarar el método de
validacion. Este término es definido por la IUPAC!?2 como el nivel
alcanzado por los datos producidos por un proceso de medida que
permite al usuario tomar decisiones técnica y administrativamente
correctas para un proceso determinado.

Por su parte, los estudios interlaboratorio complementan el pro-
ceso de validacion, y se restringen a la precision y a la determina-
cién de la veracidad.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de la muestra

En el laboratorio se realiza la preparacion fisica de las muestras
de purés con una trituradora (Vorwek, Germany), hasta obtener la
muestra analitica. La temperatura de la homogeneizacion no debe
sobrepasar 24°C. El tamafio de particula (< Imm) se comprueba con
un tamiz ISO 3310-1:2000, a partir de cinco alicuotas tomadas alea-
toriamente.

Procedimientos analiticos de macronutrientes

Se realiza la validacion y acreditacion de los procedimientos
analiticos de macronutrientes, y se aplican al analisis nutricional

de 51 muestras de purés, elaborados de forma culinaria, pertene-
cientes a dietas geriatricas de una Residencia Militar de Atencion
a Mayores de la Direccion de Asistencia al Personal del Ejército
de Tierra. Los citados procedimientos estan basados en las normas
ISO 144213, ISO 9374, ISO 14435, ISO 936'¢ y AOAC!71?(950.46;
979.09; 920.87; 920.153; 900.02 A 6 B).

Humedad

Se pesan 5-5,5 g £0,1mg, en una balanza analitica (Sartorius,
Barcelona), de la muestra analitica homogeneizada, en la capsula
de porcelana. La eliminacion del agua se realiza en una estufa de
desecacion (Selecta, Barcelona) a 103 °C & 2 ° C hasta obtener un
peso constante. Rango de determinacion: 40-95%.

Proteina

Se pesa la muestra, segin los porcentajes de proteina esti-
mados que se espera que contenga la muestra real (0-7%:1-1,2g;
7-15%:0,6-1g;>15%:0,4-0,62)+0,1mg, y se mineraliza por via ha-
meda (Speed Digestor K-436, Biichi, Switzerland) con 15 ml acido
sulfurico concentrado, utilizando un catalizador (1,5% SO,K,.5H,0;
2% Se). Se anaden 75 ml de una solucion de hidréxido de sodio al
32% p/v, y el amoniaco liberado es arrastrado por destilacion (Dis-
tilation Unit B-324, Biichi, Switzerland) y se recoge en acido borico
al 4%, y se titula con acido clorhidrico 0,1 N. La determinacion de
proteina comprende varias etapas:

1. Digestion

|
n - C -NH, + mH,SO,

| proteina calor

catalizadores

CO, + (NH,), SO, + SO,

2. Neutralizacion y destilacion

(NH,), 80, +2NaOH —_ a0 2NH, + Na,SO,+ 2H,0
NH; + HBO; — - NH, + H, BO; (color verde)

3. Titulacion

El anién borato (proporcional a la cantidad de nitrogeno) se titula
con HCI 0,1N estandarizado:

H,BO;+ H" — s H;BO;(color rojo)

El porcentaje de proteina (g/100 g de muestra) se obtiene mul-
tiplicando el porcentaje de nitrogeno hallado por 6,25. Rango de
determinacion: 0,5-46%.

Grasa

Se pesa la muestra segun los porcentajes de grasa estimados
que se espera que contenga la muestra real (0-10%:1,5-2g; 10-20%:
1-1,5g; >20%:0,8-1)£0,1mg, en una capsula de vidrio con filtro. Se
digiere la muestra (Soxcap 2047 FOSS, Sweden) con acido clorhi-
drico 3-5N y se extrae la grasa (Soxtec System HT 1043, Tecator,
Sweden) con éter de petroleo 40-60°C, se deseca el residuo y se
pesa. Rango de determinacion: 3,5-50%.
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Cenizas

Se pesan 5-5,5 g+0,1mg de la muestra analitica en un crisol de
porcelana, se carboniza y se incinera en la mufla (Heron, Barcelona)
a 550 °C+ 10 ° C, y el residuo de materia inorgénica se pesa. Rango
de determinacion: 0,4-4%.

Validacion de procedimientos analiticos de macronutrientes

Mediante un disefio experimental anidado®*?' se varian los fac-
tores analista, instrumento y dia, de forma ordenada. Para evaluar la
exactitud/sesgo y la precision, se utilizan los siguientes MRC: hu-
medad (LGC 7107 25,9+1,2 g/100g; LGC ERM-BB 501 a, 61,8+0,7
g/100; LGC 7105 71,3+1,0 g/100g), proteina (LGC Rice pudding
0,17+0,02 g de nitrégeno/100g; LGC ERM-BB 501 a, 23,0+0,7¢
de nitrogeno/Kg; MUVA-HA 46,70+0,17g de proteina/100g); gra-
sa (muva-YO-1413 1,87+0,05 g/100g; LGC 7105 8,4+0,3 g/100g;
muva-HA-1508 27,52+0,14 g/100g) y cenizas (LGC Rice pudding
0,22+0,05 g/100g; LGC 7103 Sweet digestive biscuit 1,599+0,077
2/100g; LGC ERM-BB 501 a 33,2+ 0,9 g/kg).

Ademas de los parametros de la calidad, exactitud (propiedad ana-
litica suprema) y precision (propiedad analitica basica), en proteinas
se determina el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion
(LQ). Para verificar la recuperacion de nitrogeno se utilizan sustan-
cias estandar como acetanilida (nitrogeno teorico, 10,36%; Panreac,
Barcelona) y glicina (nitrégeno tedrico, 18,66%, Fluka, Barcelona).
Asimismo, se realizan ensayos de recuperacion de grasa con matrices
fortificadas (paté, caballa [Scomber scombrus] en aceite, melocoton
[Prunus pérsica] en almibar) con una cantidad conocida de aceite de
ricino (pureza > 99,7%; Sigma-Aldrich, Madrid).

Precision

Se estima la precision de la repetibilidad (DER)) y la precision
de la reproductibilidad intralaboratorio (DERy). El limite de repeti-
bilidad y el limite de reproductibilidad se calculan para un intervalo
de confianza del 95%?2.

Sesgo

La estimacion del sesgo se realiza comparando el valor medio
obtenido al analizar los MRC con su valor certificado. Para demos-
trar si el sesgo es estadisticamente significativo y, en consecuencia,
verificar la trazabilidad del procedimiento analitico, se usa el esta-
distico t, de dos colas, para determinar si el valor medio, es signifi-
cativamente diferente del valor certificado, seglin la expresion:

n

X, —u,
S

Donde, p, es el valor nominal del MRC, X, es el valor medio de
los analisis del material de referencia certificado, S es la desviacion
estandar de los resultados y n, es el nimero de medidas replicadas
usadas para obtener el valor medio.

texp = texp =

Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Se estiman a partir de 20 replicados de muestras blanco, de
acuerdo con las ecuaciones: LD= X, + 3S;; LC= X, +10S,. Se expre-
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san en fraccién de masa de nitrégeno. Siendo, X, el valor medio de
los blancos, y Sy, la desviacion estandar de los blancos.

Incertidumbre

Aplicando la ley de propagacion de la incertidumbre tenemos la
expresion basica que estima la incertidumbre:

2 2
Zi:l,n c;u(x;)

Donde y (x,, X,,.....X,) s una funcion de varias variables inde-
pendientes X, X,,..., ¥ ¢; es el coeficiente de sensibilidad evaluado
como c¢= 0y / Ox;, que es la derivada parcial de y con respecto a x;; u
(X)) y u (y) son la incertidumbre estandar y la incertidumbre estandar
combinada.

La estimacion de la incertidumbre combinada, u, se lleva a cabo
agrupando términos, referentes a incertidumbre de MRC (incerti-
dumbre de tipo B), precision y sesgo. La incertidumbre expandida,
U, se obtiene aplicando un factor k=2 a la incertidumbre combinada.

u [Y(X15X27' . )]:

RESULTADOS

En la tabla 1 se exponen los valores de los parametros de la cali-
dad de los procedimientos analiticos de humedad, proteina, grasa y
cenizas. En proteinas, el LD y el LC, expresados en % de nitrégeno,
alcanzan valores del 0,08% y el 0,29%, respectivamente. Asimismo,
se obtiene una recuperacion de nitrogeno de 1,00+0,0033 para glici-
nay acetanilida. Y en el caso de la glicina, se obtiene un valor medio
en 20 determinaciones, y en diferentes dias, del 18,66% (expresado
en nitrégeno) + 0,30%, en cuyo intervalo se considera que el método
esta bajo control estadistico.

En la figura 1 se presenta la curva de regresion lineal (grasa
afadida versus grasa recuperada), el coeficiente de determinacion
(R?=0,9942) y la ecuacion de la recta. Se obtiene un valor de la
recuperacion media de grasa de 1,00 £0,06 y una DER, del 5,64%.

En la tabla 2 se exponen las diferencias maximas a diferentes
concentraciones en los parametros estudiados, expresados en por-
centaje, en condiciones de repetibilidad.

En la tabla 3 se exponen los resultados de los ensayos de aptitud
y, en la tabla 4, se refleja la media aritmética, el valor maximo y
minimo en las 51 muestras de purés, y el analisis nutricional en 5 de
ellas, consideradas representativas.

DISCUSION
Incertidumbre y muestreo

Es interesante sefialar que la ISO 17025 indica que, si el labo-
ratorio no realiza ningun muestreo, Unicamente debe informar de
la incertidumbre del analisis. Por consiguiente, en los valores de
incertidumbre de macronutrientes no esta incluida la incertidumbre
del muestreo.

La heterogeneidad de las muestras solidas?® de alimentos supone
una parte importante de la incertidumbre del muestreo, y puede va-
riar ampliamente junto con la concentracion de analito; por ello, se
realiza un paso de homogeneizacion antes del ensayo.
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Tabla 1. Resultados de los parametros de la calidad.

MCR M DERy DER, SA SR HORRAT., Uy,
g/100g % % % % %

Humedad
LGC7107 12 26,9+0,3 1,76 0,86 1,00 3,86 0,72 9,80
ERM BB 501 A 12 61,7+0,3 0,75 0,34 0,12 0,19 0,35 1,97
LGC 7105 12 71,0+0,1 0,31 0,25 0,30 0,42 0,15 1,67
Grasa
muva-YO-1413 12 1,77+0,09 2,68 2,65 0,07 3,74 0,73 13,3
LGC 7105 17 7,76+0,23 0,98 0,94 0,64 7,61 0,34 15,8
muva-HA-1508 15 25,942,6 3,32 3,22 1,62 5,88 1,36 13,0
Proteina
LGC 7105 21 0,17+0,04" 5,79 2,94 0,00 0,00 1,44 18,3
ERM BB 501 A 33 22,5+0,14* 1,79 0,13 0,50 2,17 0,66 6,27
muva-HA-1508 24 46,6+0,2 0,77 0,34 0,10 0,21 0,34 1,66
Cenizas
LGC 7105 21 0,19+0,01 16,62 8,26 0,03 13,63 3,30 45,7
LGC 7103 21 1,64+0,17 2,42 1,82 0,04 2,50 0,65 9,17
ERM BB 501 A 24 32,3+0,4* 2,49 0,62 0,90 2,71 0,74 6,86

U,... Yy HORRAT,. DER, : Desviacion estandar relativa de la repetibilidad. DER: Desviacion estandar relativa de la reproductibilidad. SA: Sesgo absoluto (valor
absoluto). SR: Sesgo relativo. M: Media aritméticatlimite de confianza (95%). MCR: Materiales de referencia certificados. n: nimero de replicados.
“g de nitrogeno/100g. *g de nitrogeno/kg. * g de cenizas/kg.

06
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Figura 1. Curva de regresion lineal (grasa medida frente a grasa
anadida) en muestras fortificadas. El coeficiente de correlacion al
cuadrado o de regresion lineal (R2) es igual a 0,9942. El test F de
Mandel, (PG=12,09; Fcritico=2,818,; P=0,05) indica que el rango
de trabajo no es igual al rango lineal para una masa de grasa recu-
perada a una concentracion baja y alta.

Tabla 2. Diferencia maxima entre duplicados de muestras de platos

cocinados y de raciones de combate.

MACRONUTRIENTES DIFERENCIA
Humedad, % %
40-62 0,65
62-71 0,60
71-95 0,50
Grasa, %
1,5-3,5 0,25
3,5-8 0,60
8-26 1,00
26-50 2,40
Proteina, %
0,5-1 0,09
1-2 0,15
2-5 0,25
5-47 0,5
Cenizas, %
0,4-1,5 0,05
1,5-4 0,08
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Tabla 3. Resultados de andlisis de ensayos de aptitud.

ALIMENTO NUTRIENTE Vv, Vv, Zeore Sk DERg, % HORRAT

Paté Humedad 54,06 54,18 0,16 0,16 0,34 0,28
Proteina 11,57 12,18 1,78 0,27 2,37 0,85

Grasa 30,4 29,51 -1,44 0,54 1,78 0,74

Queso curado Humedad 71,36 28,64 0,1 0,03 0,74 0,35
Proteina 24,51% 24,43% -0,2 1,42 2,64 1,06

Grasa 54,07* 38,58* -1,1 0,31 1,25 0,56

Cenizas 4,18% 4,15% -0,7 0,68 0,95 0,29

Salmon Humedad 62,11 62,3 0,4 0,05 1,22 0,56
Proteina 17,53 17,53 0,0 0,66 4,15 1,58

Grasa 15,91 14,57 -1,8 0,32 1,85 0,69

Cenizas 421 4,17 -1,4 0,38 0,63 0,19

V,:Valor asignado: V,:Valor medio. Sy: Reproducibilidad. DER: Desviacion estandar relativa de la reproducibilidad.* Valores expresados sobre sustancia seca.

Tabla 4. Media aritmética, valor maximo y minimo +U,,,; de humedad, proteina, grasa y cenizas en 51 muestras de purés de dietas geriatri-
cas y composicion nutricional en 5 muestras representativas de ellas. *Valores por debajo del rango de determinacion.

PURES HUB{/EODAD GIE;:SA PRO;l;oEINA CEI\(I’/IOZAS
Media aritmética 81,3 3,15 517 0,98
SD 4,0 1,27 2,14 0,48
Valor maximo 89,4+1,5 6,06+1,46 10,9+1,2 2,4540,21
Valor minimo 72,4+1,3 <3,5(0,84)* 1,11£0,19 <0,40(0,31)*
Rango 17,0 5,22 9,80 2,14
Pollo 74,4+1,2 4,81+1,49 10,9+1,2 0,98++0,22
Verduras 80,4+1,3 4,61+1,44 5,38+0,74 1,18+0,27
Huevo 77,5+1,3 4,01+1,25 4,65+0,64 0,65+0,22
Vegenat pescado 72,4£1,3 4,15+1,29 8,85+0,95 1,14+0,26
Zanahoria con ternera 89,4+1,5 <3,5(1,30)* 4,91+0,68 <0,40(0,31)*

SD: Desviacion estandar.

No hay que olvidar que el muestreo es un factor decisivo para
asegurar la representatividad de los resultados y tiene la mayor
fuente de variabilidad en la calidad de la medida?*. Hay autores que
opinan que la incertidumbre generada por el muestreo deberia ser
tomada en consideracion®. Por otro lado, en el valor obtenido en
un proceso analitico, influye el sesgo, en sus diferentes etapas, y el
error aleatorio, segun la expresion:

Y= I Bsesgo muestreo TOSesgo metodo T Asesgo anatista T Psesgo instrumento T Asesgo diat E-

Y el error total estima la distribucion del error alrededor de un
valor de referencia?, con la siguiente ecuacion: x;= p+f(c,9).

Ademas, en muchos casos el muestreo hace una sustancial o in-
cluso contribucion dominante a la incertidumbre combinada de la
medida?’-?

2 2 . . .
u, = VUMuestra T Uangisis , debido a las fuentes de incertidumbre

que afectan al muestreo (heterogeneidad, estado fisico de la mues-
tra, transporte y conservacion, etc.). A pesar de que la incertidum-
bre del muestreo contribuye a la incertidumbre combinada, la Guia
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EURACHEM/CITAC “Quantifying Uncertainty in Analytical Mea-
surement”, trata al muestreo como una fuente de incertidumbre y
en la estimacion de la u,, asocia los términos incertidumbre de la
precision y sesgo, sin tener en cuenta la incertidumbre del muestreo.
Una metodologia de muestreo duplicado, por ejemplo, mediante un
disefio experimental balanceado, acoplado con estadistica robusta
RANOVA, se podria utilizar para determinar la incertidumbre ex-
pandida relativa global del proceso de muestreo y del método de
analisis’®. Esta metodologia presenta algunos inconvenientes, ya
que implica tomar al menos un 10% de la totalidad de las muestras
o n > &', También supone validar un plan de muestreo que confirme
que la incertidumbre generada pueda encontrarse con los requeri-
mientos del “fitness for purpose”.

Preparacion de la muestra

El célculo llevado a cabo para la estimacion de la incertidumbre
durante la validacion, lleva implicito la incertidumbre debida a la
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preparacion fisica de la muestra’?, que conlleva unas fuentes de in-
certidumbre significativas (homogeneizacion/submuestreo, tritura-
cion, etc.) y una causa de error importante en el analisis nutricional,
incluso superior al muestreo’.

Validacion de procedimientos analiticosv

En conservas de raciones de combate y platos cocinados, las
posibles matrices pueden ser muy numerosas. Por tanto, se han se-
leccionado MRC similares a las de las futuras muestras de rutina
objeto del analisis®.

En la validacion de métodos analiticos cuantitativos, tipicamen-
te, se determina la precision, exactitud/sesgo, linealidad, LD, LC,
robustez y selectividad. Como los procedimientos de ensayo se apli-
can al analisis de componentes mayoritarios, los estudios de los pa-
rametros de la calidad, se han centrado en el estudio de la precision
y el sesgo.

La precision intermedia o reproducibilidad intralaboratorio
se halla a partir de la desviacion estandar de los replicados. Otra
posibilidad es estimar la varianza dentro de dias y la varianza entre
dias, utilizando una tabla ANOVA; asi, la varianza de la precision
intermedia, SI2 = Serie T Sreperibitidad-

En la estimacion de la precision también se han tenido en cuenta
las recomendaciones del International Conference of Harmoniza-
tion (ICH, 1996). Los valores que se obtienen son aceptables, aun-
que en cenizas para un valor certificado del 0,22%, fuera del rango
de determinacion en las muestras reales, se alcanza una DER; del
16,62%, que se considera dentro de los limites del trabajo cientifico.

El coeficiente de correlacion al cuadrado o de regresion lineal
(R?) es igual a 0,9942, y es un indicador de correlacion, pero no de
linealidad. No obstante, se considera un valor dentro de lo esperado,
tratandose de muestras fortificadas. Efectivamente, el test F de Man-
del, (PG=12,09; F_;,=2,818; P=0,05) indica que el rango de trabajo
no es igual al rango lineal para una masa de grasa recuperada a una
concentracion baja y alta. En cambio, los resultados son lineales en
ensayos con aceite de ricino, obteniéndose recuperaciones entre el
99% y el 100%.

No se evidencian errores sistematicos durante la ejecucion de
los procedimientos analiticos y todos los ensayos de aptitud resul-
tan satisfactorios. Se debe de tener presente que la aplicacion de
tests estadisticos para comprobar que el procedimiento de ensayo
es trazable, lleva consigo el riesgo de cometer un “error o” o un
“error . Asi, la probabilidad de cometer un “error 3 depende de la
incertidumbre de los MRC, precision del método analitico, del valor
tipificado verdadero, z,, y de otros factores.

La ISO “Guide to the Expression of Uncertainty in Measure-
ment” (1993) recomienda corregir los resultados por el sesgo signi-
ficativo y no tener en cuenta este sesgo para incrementar la incerti-
dumbre. A pesar de ello, parece razonable no corregir cada resultado
individual por el sesgo, y en su lugar incluir el sesgo en la incerti-
dumbre combinada. Se suele adoptar el criterio de corregir los resul-
tados por el sesgo, cuando el error sistematico es estadisticamente
significativo, y de abandonar el sesgo y no corregir los futuros re-
sultados cuando el sesgo, 8, no es significativo al compararlo con la
incertidumbre combinada, & <k u(8)*.

En este sentido, existen diferentes expresiones’’ que se utilizan
de forma habitual para la incorporacion del sesgo en la estimacion
de la incertidumbre expandida:

U=U+5; URSSu)=k v2 + 82 ; URSSU) YU 45 ;
SUMU[U.=U-(-3);U=U+(- 3)].

La incertidumbre se estima conjuntamente considerando el pro-
ceso analitico como una sola etapa y, previamente, se identifican las
fuentes de incertidumbre.

Por ejemplo, la etapa de hidrdlisis en la determinacion de grasa
es una fuente de incertidumbre significativa. Debe tenerse en cuenta
que en operaciones tales como hidrolisis, filtracion, extraccion, no
se garantiza la conservacion de la masa total de analito. Por otro
lado, se entiende que ignorar el sesgo no significativo podria infraes-
timar la incertidumbre®, especialmente cuando la incertidumbre del
sesgo es grande y cuando el sesgo contribuye de forma significativa
a la incertidumbre. Por consiguiente, se decide tener en cuenta el
sesgo en el calculo de la incertidumbre. También se recomienda la
inclusion del sesgo no significativo en la incertidumbre expandida,
cuando la incertidumbre del sesgo u(d) es mayor que el 30% de la
incertidumbre combinada™®.

Otro aspecto a considerar en la validacion es el nimero de repli-
cados, que deben ser suficientes para proporcionar una estimacion
fiable de la desviacion estandar. La citada ISO 5725-3 recomienda
realizar al menos 15 replicados, aunque el criterio mas comun es
realizar 10 réplicas. En nuestro caso la muestra de referencia se ana-
liza mas de 10 veces, a los efectos de disminuir tanto el “error a”
como el “error 37, y de aumentar la potencia del test (1- ).

Mediante la expresion siguiente adaptada a un laboratorio indi-
vidual, se puede determinar el nimero de veces que debe analizarse
la muestra para detectar un sesgo minimo*’:

2

2 +50  La tinica incognita es n, ya que debe
n

I8 > (tu/Z +tﬁ) uref
conocerse la precision intermedia del método y la incertidumbre del
valor de referencia, una vez fijado un sesgo minimo y la probabili-
dad a y B. También son utiles otras expresiones que nos permiten
determinar el limite de deteccion del sesgo, Ay, y el valor critico,

Act Apy= (tiont tig) G/\/F+2U; A= (t.qn) 0/ Vn +U,

conociendo el nimero de replicados. El test para el sesgo se hace al
nivel de significacion o= 0,05, para detectar un diferencia absoluta,
A, entre la media de un mensurando y el valor atribuido al mensu-
rando (B=riesgo de falso negativo), y 1- 8= 0,95, potencia del test).
Por ejemplo, para proteinas obtenemos a un nivel de concentracion
bajo (Apy=0,05%; A=0,02%); a un nivel de concentracion medio
(Apy=0,17%; A=0,08%) y a un nivel de concentracion alto (Ap,=
0,62%; A=0,32%).

No se han hallado resultados discrepantes mediante el test de
Grubb’s o= 0,05, en ninguno de los procedimientos analiticos so-
metidos a validacion. Basandonos en el teorema del limite central,
nos ha permitido aplicar inferencias de estadistica paramétrica a los
resultados obtenidos de medidas repetidas.

Los ensayos de aptitud de macronutrientes constituyen una herra-
mienta indispensable en la validacion de los métodos analiticos*!-.
El valor HORRAT, definido como la relacion entre la desviacion es-
tandar de la reproducibilidad y la funcion de Horwitz (sg/H), muestra
que los valores hallados se encuentran en el intervalo 0,5<Hsz<2.0%,
lo que indica que los procedimientos de ensayo tienen una veraci-
dad satisfactoria. Similares resultados se obtienen en el calculo de
HORRAT,, en condiciones de reproductibilidad intralaboratorio. Es
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de destacar que para una concentracion certificada de humedad de
71,3 g/100g, se obtiene un valor HORRAT, de 0,15, con una U, del
1,67%, y con un valor medio que cae dentro del intervalo certificado.
Asimismo, en cenizas a la concentracion de 0,19 g/100g, se halla un
valor HORRAT, de 3,3, que en absoluto invalida el método analitico.

Estimacion de la incertidumbre

Es posible estimar la U,,; combinando otros términos de incerti-
dumbre estandar, siguiendo la ley de propagacion de errores, con las
expresiones 1, 2 y 3 que se indican abajo. Por ejemplo, a través de
ensayos realizados de forma paralela en la estimacion de la incerti-
dumbre de la humedad, con un MRC de concentracion 61,8g/100g,
se halla con la expresion 1) una desviacion (-0,04%), respecto a la
U, declarada en la tabla 1.

2 2 2. 2 2 2 . 2 2
) \/uprecisit'm F Wzab, T Wiz 52)\/uMRC F Uiciodo T Whuestra ’3)’\/usesgn F Uguplicados

St / aop+(3L)

uprecisi()nz %; Utrazabilidad— XMRC

De donde, x es el valor medio; xg ¢l valor certificado; S, la pre-
cision intermedia; u,, la incertidumbre estandar del MRC.

El ensayo de homogeneidad de Bartlett demuestra que las va-
rianzas de la repetibilidad de humedad, en las matrices ensayadas
(melocotdn en almibar, paté a la pimienta y atiin en aceite) son ho-
mocedasticas (0=0,05; n=5)>M,,,. Se ha utilizado este test por con-
siderarlo como el mas adecuado dada la normalidad de las series.

El término, Umatiz=| Sconjunta — j—r ; siendo Xp, el valor medio
de los duplicados, y, S, la desviacion estandar calculada en condi-
ciones de repetibilidad, segtn la expresion:

S2+4+52+5%+--52
S= —

(n1—1)XDER?(ny;—1)xDER3+-+(y—1)XDER2
(nq —D+mz—++Mmp-n)

Y el término, S¢opjunta= \/

De donde, DER, es la desviacion estandar relativa de los repli-
cados en condiciones de repetibilidad y, 7, el nimero de replicados.

La U, que afecta a la matriz, en las condiciones del ensayo de
humedad, se considera despreciable. Igualmente, se demuestra en
ensayos con diversas matrices de conservas de raciones de combate
(paté a la pimienta, calamares [Loligo vulgaris Lamarck, 1798] en
su tinta, ensalada campera, caballa [Scomber scombrus Linnaeus,
1758] en aceite, carne de vacuno con guisantes, etc.) que la incer-
tidumbre de la matriz resulta también despreciable en el caso de la
proteina y cenizas.

Tal y como se puede apreciar en las expresiones 2) y 3), tienen
en cuenta la variabilidad de las muestras reales. Segin se ha de-
mostrado en matrices similares a las utilizadas en ensayos de repe-
tibilidad para la estimacion de la u,,,;, en raciones de combate, la
variabilidad natural podria sobreestimar la U,,. Por consiguiente, se
decide no incluir el termino U esuaUauplicados d€ 1as muestras reales o
de rutina en la estimacion de la U,,,.

Contenido en macronutrientes

Los resultados medios de macronutrientes hallados en las
muestras de purés, son similares a los que figuran en las tablas de
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composicion de alimentos para marcas comerciales®. Por ejemplo,
puré de pollo con verduras (humedad, 77%; proteina, 5,6%; grasa,
4,1%), crema de esparragos (humedad, 83%; proteina, 1,76%; gra-
sa, 3,52%), puré de ternera a la jardinera (humedad, 76%; proteina,
5%; grasa, 3,9%). Y a los datos obtenidos en nuestro laboratorio a
partir del analisis de marcas comerciales: puré de pollo con verdu-
ras (humedad, 76,39%, grasa, 2,65 %, proteinas, 5,48%; pur¢ de
merluza con bechamel (humedad, 78,48%; grasa, 2,54 %; proteinas,
4,87%. Es de destacar que en las 51 muestras analizadas, los resul-
tados ofrecen una notable variabilidad, lo que depende de los ingre-
dientes de la receta (pollo, verduras, ternera, pescado, legumbres,
vegetales, etc.) y del porcentaje de agua.

CONCLUSIONES

Los parametros de la calidad estudiados durante la validacion y
los resultados de los ensayos interlaboratorio, demuestran que los
procedimientos analiticos son utiles para la finalidad perseguida.

Los resultados analiticos de los purés, permiten conocer la com-
posicion exacta en los macronutrientes ensayados, 1o que puede re-
sultar de utilidad para valorar la ingesta en este grupo de poblacion.

La composicion nutricional de los purés depende, en gran me-
dida, del contenido de agua, y algunos son pobres en los macronu-
trientes estudiados. El rango de valores méaximo y minimo, propor-
cionalmente el mas elevado, corresponde a las proteinas. El alcance
de la acreditacion concedida por (ENAC, Espaiia) afecta a humedad
(40-95%)); proteina (0,5-46%), grasa (3,5-50%) y cenizas (0,4-4%).
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