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Resumen

El almiddn resistente es una fraccion de almidén almacenado en forma de granulos en
los carbohidratos capaz de proveer beneficios metabdlicos al ser humano y a su vez,
un almidén de alta propiedad tecnoldgica para la industria alimentaria. Los criterios
especificos de un producto son establecidos en base a los resultados analiticos que
proporcione el laboratorio, de aqui la importancia de procesos que garantice métodos
aptos para su ejecucion entregando asi, resultados exactos y confiables. El objetivo del
trabajo es realizar la validaciéon de un método enzimatico para determinar almidén
resistente en matrices vegetales bajo la AOAC 2002.02. En la metodologia analitica se
trabajé con cinco materiales de referencia: Almidén de frejol rojo, almidén de maiz con
alto contenido de amilosa, material producido por modificacion enzimatica de almidén
de tapioca (Actistar), almidon resistente, almidén de papa; y tres matrices alimentarias:
harina de frejol de variedad Centenario (nivel bajo-b), almidén de banano estado 1 de
variedad Cavendish (nivel medio-m) y harina de papa de variedad Pucashungo (nivel
alto-a). Se evalu6 ocho parametros de desempefio. Los resultados del método fueron;
si es selectivo, LD = 2.98 %AR, LC = 4.02 %AR, R?= 0.9983, rango de trabajo: 4.02%
- 50.98 %AR, exactitud: b 100.79%, m: 98.90%, a 8364 %
repetibilidad/reproducibilidad-RSD%: b (1.85 /1.89), m (5.03 /4.71) y a (6.55/6.06),
robustez (prueba F): 1.87, 1.00, 1.25, 1.85, 1.79, 1.83, 1.24 e incertidumbre: b + 0.20
%AR, m + 5.38%ARY az* 8.42 %AR. El ensayo desarrollado a nivel alto mostré que
el pellet no se disolvio perdiendo capacidad de recuperacion y aunque las medias son
estadisticamente iguales, la dispersion de los datos fue mayor a en los niveles medio y

alto.

Palabras claves: Validacion, almidon resistente, parametros de desemperio, niveles



Abstract

Resistant starch is a fraction of starch stored in the form of granules in carbohydrates
capable of providing metabolic benefits to humans and so, a starch with a high
technological property for the food industry. The specific criteria of a product are
established based on the analytical results provided by the laboratory, hence the
importance of processes that guaranteed suitable methods for its execution, thus
delivering accurate and reliable results. The objective of the work is to carry out the
validation of an enzymatic method to determine resistant starch in vegetable matrices
under the AOAC 2002.02. In the analytical methodology, five reference materials were
used: red bean starch, corn starch with high amylose content, material produced by
enzymatic modification of tapioca starch (Actistar), resistant starch, potato starch; and
three food matrices: Centenario variety bean flour (low level-b), Cavendish variety stage
1 plantain starch (medium level-m) and Pucashungo variety potato flour (high level-a).
Eight performance parameters were evaluated. The results of the method were; if
selective, LD = 2.98 %AR, LC = 4.02 %AR, R2= 0.9983, working range: 3.91% - 59.22
%AR, accuracy: b 100.79%, m: 98.90%, a 83.64%, repeatability/reproducibility- RSD%:
b (1.85/1.89), m (5.03 /4.71) and a (6.55/6.06), robustness (F test): 1.87, 1.00, 1.25,
1.85, 1.79, 1.83, 1.24 and uncertainty: b £ 0.20 %AR , m £ 5.38 %AR and a + 8.42 %AR.
The test developed at a high level showed that the pellet did not dissolve, losing its
recovery capacity and, although the means are statistically equal, the dispersion of the

data was greater at the medium and high levels.

Keywords: Validation, resistant starch, performance parameters, levels
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El propésito del estudio es realizar la validacion de un método enzimético para
cuantificar el almidon resistente a partir de matrices vegetales. Segun el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) y La Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), el almiddn resistente se encuentra
en cereales, semillas, legumbres, musaceas, algunos tubérculos y raices. En el
Ecuador, los principales cultivos son arroz, trigo, maiz suave y duro, banano, yuca,
papa, fréjol. El almidon resistente puede incorporarlo en una amplia gama de
productos como panificacion, pasteleria, galleteria, cereales extruidos, productos

horneados, bebidas, embutidos y alimentos fermentados [1].

Los beneficios fisioldgicos del almidon resistente son potencialmente positivos en el
mejoramiento de la salud de la microbiota, la disminucién de la cantidad de grasa,
mejorar la sensibilidad en la insulina, regulacién de glucosa en la sangre (glicemia) y el
control del metabolismo lipidico [1].Es decir que, el almidon resistente puede variar la
cinética de degradacion de los nutrientes,lo que conlleva al disefio de nuevos productos
con menor indice glicémico y energético. AR podria ser un ingrediente usado como
gran potencial en desarrollo de productos para el tratamiento de enfermedades
cronicas porque puede regular el metabolismo de la glucosa y los lipidos asi también

las posibles asociaciones con la salud de la microbiota [1].

Actualmente, el laboratorio no cuenta con procedimientos validados que permita
ofrecer servicios de analisis para la entrega de resultados exactos y confiables, pero
los laboratorios con una alta competencia técnica son contratados para la verificacion
de la calidad de los productos. Ademas, otra ventaja es optimizar los procesos de
medicion durante el andlisis del mensurando porque disminuyen los costos por
repeticion de pruebas, desperdicios de materiales y reactivos; cumpliendo asi uno de
los requisitos del proceso de las normas internacionales como Organizacion
1
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Internacional de Normalizacion(ISO), Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), guia EURACHEM [2] [3][4].

El estudio es de tipo investigativo, descriptivo y experimental porque tiene como

objetivo el describir, controlar e indagar las situaciones o eventos durante el estudio.

Los pasos propuestos para alcanzar los objetivos especificos son:

Investigacion documental: Esta etapa es de suma importancia porque se
disefiara la metodologia de trabajo que incluye el disefio de experimentos
para el andlisis enel laboratorio. Por lo tanto, se analizara los requerimientos
de antes, durante y después de la validacion del método de ensayos
analiticos usando fuentes fiables como normas internacionales, libros,
reglamentos o directrices que haga referencia a los parametros de
desempefio y estadisticos establecidos para comprobar que los métodos

cumplen con los propdsitos para los cuales fueron disefiados [2] [5].

Ejecucion del ensayo analitico: Esta fase usara el método investigativo tipo
experimental que permitira recolectar los datos (fuente primaria) en un
formato especifico del experimento disefiado. El experimento se ejecutara en
un laboratoriocon atencion al uso de los instrumentos o equipos de medicion,
unidades de medida, mantencion de las condiciones ambientales y demas
variables establecidas en las normas y guias; especialmente en la norma
ISO/IEC 17025:2017 [6]

Analizar los aspectos generales como los estadisticos del ensayo analitico y
sus resultados: En esta etapa, el analisis se realizara en dos etapas:
Primeramente, se realizara el método investigativo de la observacion
cientifica que recoge la informacién de cada uno de los datos generados en
el trabajo. A continuacion, se realizara el método investigativo de medicion
porque revelara el comportamiento de los analisis (tendencias), las
condiciones constantes de un numero grande de vecesdel estudio del

fendmeno con resultados muy estables (regularidades), y las relaciones en
2



el proceso o fendmeno objeto del estudio, por medio de célculos estadisticos

para determinar si el procedimiento es valido para su fin previsto [7].

e Presentar las evidencias de la validacion: Por Ultimo, se resumira la
presentacion del informe de la validacion del método del ensayo analitico y
la declaracion del método. A su vez, los requerimientos de control de calidad

para los andlisis de rutina [3].

1.1. Antecedentes

Los ensayos son uno de los pilares de la evaluacion de conformidad de productos
y procesos que depende de la calidad de los métodos analiticos como de los
procesos en los laboratorios para la garantia de calidad de los resultados obtenidos.
[8]. Hoy en dia, las empresas buscan laboratorios de ensayos analiticos o de
investigacion que cuenten con la capacidad de proporcionar los resultados exactos

y confiables que satisfagan las exigencias del siglo 21.

En la industria alimentaria, las empresas buscan adquirir y/o mantener Sistemas
de Certificacion como Certificacion del Sistema de Seguridad Alimentaria (FSSC
22000), British Retail Consortium (BRC), Sistema de Gestion de Seguridad
Alimentaria (1ISO22000), Sistema De Andlisis De Peligros y De Puntos Criticos De
Control (HACCP), Norma Internacional de Alimentos (IFS) con el fin de velar por
el cumplimiento de los diversos sistemas de gestion de seguridad alimentaria que
garanticen la entrega de productos sanos, nutritivos y de alto nivel de calidad. En
este contexto, surge la necesidad de asegurar el correcto desempefio de los
sistemas de inspeccién y certificacion de alimentos en la evaluacion de

conformidad de los productos [8].

El laboratorio de andlisis tiene una estructura organizativa jerarquica que se
responsabiliza de desarrollar un Sistema de Calidad que garantice la calidad de
los resultados en las investigaciones cientificas en el campo de alimentos; la cual

es clave para la correcta toma de decisiones en soluciones de problemas, nuevas

3



tecnologias; en busca de mejorar la calidad de vida de la poblacion. La
Cooperacion Internacional de Acreditacion de Laboratorios (ILAC) es una
organizacion de evaluacion de la conformidad para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracién conocida como I1ISO 17025; es decir, que el
laboratorio debe cumplir y/o demostrar que es técnicamente competente y capaz

de producir resultados técnicamente validos.

En los laboratorios se establecen requisitos que incluyen, no solamente elementos
del sistema de calidad, sino también demostracién objetiva de la idoneidad técnica
del laboratorio y de la calidad de los resultados informados y requisitos relativos a
los métodos de ensayo utilizados. Los requisitos solamente pueden ser
alcanzados a través del desarrollo y de la validaciéon de los métodos por medio de
estudios colaborativos en centros y laboratorios de reconocido prestigio u
organizaciones internacionales como Association of Analytical Communities
(AOAC), Codex Alimentario porque coordinan el desarrollo de métodos, guias para
la validacion, sistema de validacion y certificacion y cuantificacion de la
incertidumbre; aportando asi soluciones analiticas reconocidas por la comunidad

cientifica y permitiendo el desarrollo del comercio y el cuidado de la salud publica

[8].

El Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) es un organismo oficial para la
evaluacion de la conformidad en el Ecuador, que es adscrita del Ministerio de
Industrias y Productividad. EL SAE acredita a los laboratorios bajo la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE — INEN ISO/IEC 17025:2018 sobre "Requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion” que
demuestra la competencia técnica y el profesionalismo para la ejecucion de los
ensayos. Actualmente, no existe un laboratorio acreditado por el SAE para la

cuantificacion de almidon resistente en matrices vegetales.


https://es.wikipedia.org/wiki/Ministerio_de_Industrias_y_Productividad
https://es.wikipedia.org/wiki/Ministerio_de_Industrias_y_Productividad
https://es.wikipedia.org/wiki/Ministerio_de_Industrias_y_Productividad

1.2. Descripcion del problema

La enfermedad celiaca es un trastorno del sistema inmunitario propio del individuo
que afecta principalmente al intestino delgado y se origina por la ingestion de
gluten a partir de harinas de origen vegetal, en individuos genéticamente
susceptibles siendo la media de prevalencia en la poblacion general de alrededor
1%. Los crecientes casos existentes de personas que padecen enfermedades
cronicas no trasmisibles podrian incorporar en su dieta AR como un gran potencial
en el tratamiento de este tipo de enfermedades [1]. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) mencionaque mueren 41 millones de personas cada afio por las
enfermedades no transmisibles (ENT), lo que equivale un 71% de las muertes que

se producen en el mundo.

Los productos sin gluten (GFP) son una alternativa valiosa para los individuos con
enfermedad celiaca causando un aumento de consumo GFP entre los sensibles
al gluten que resulta en un crecimiento exponencial en el mercado de GFP. El
almidon representa un ingrediente interesante para los productos sin gluten,
especificamente una pequefia proporcién del mismo, denominado almidén
resistente (AR) [9].

Las industrias alimentarias estan incorporando AR como ingrediente alimentario
de alta funcionalidad y tecnoldgica, siendo una de las tres fracciones principales
del almidén actuando como espesante, estabilizador coloidal y agente gelificante.
La importancia de conocer su contenido permitird incorporar la materia prima
adecuada que reforzara las caracteristicastecnolégicas de los alimentos como
mejorar textura, estabilidad del producto sin afectar las caracteristicas de sabor,

olor y color del alimento, siendo un alto atractivo para los consumidores [1].

El laboratorio debe asegurar la fiabilidad de los resultados a la parte analitica del
problema. Los laboratorios con métodos no validados se encuentran en desventaja
con respecto a otros porque no pueden demostrar la fiabilidad de los resultados,

por lo tanto, no pueden garantizar el derecho que tienen las personas de contar con



servicios de Optima calidad y de su eleccion; asi como una informacion precisa y

confiable sobre las caracteristicas del objeto en estudio.

A su vez, el laboratorio no podra ofrecer servicios de andlisis para la verificacion
y/o validacion de una matriz especifica porque no son realizados por un laboratorio
competente. La pérdida de competitividad frente a otros laboratorios que brindan
resultados validos en los que se puede confiar, 0 que se trate de un laboratorio
técnicamente competente para el control de la calidad, cumplimiento de requisitos,
normas u especificaciones [3] [10] [11]. Finalmente, el prestigio de la universidad
se puede ver influenciada negativamente porque no tiene la capacidad de emitir
resultados que generen confianza; en donde se espera que el laboratorio tenga un
grado de conocimiento técnico adecuado que permita la satisfaccion del cliente en

los resultados.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Desarrollar el esquema de validacion del método analitico almidén

resistente mediante digestion enzimatica en tres matrices vegetales.

1.3.2. Objetivo Especifico

e Aplicar la metodologia de validacion del método AOAC 2002.02 usando el

equipamiento del laboratorio.

e Comprobar la validez de los resultados para el método de ensayo con
respecto a los objetivos de validacién

e Declarar el método validado con los procedimientos adecuados con el fin

de asegurar en el tiempo, la validez de los resultados.

1.4. Hipotesis

La validacion de un método analitico aumenta la competencia técnica del
laboratorio.



1.5. Alcance

La validacion del método analitico AlImidon Resistente por medio de digestion
enzimatica tiene el propadsito de confirmar si el procedimiento utilizado en matrices
vegetales bajo el método AOAC 2002.02 es apropiado para su uso previsto en el
laboratorio. La validacién del método permitird ofrecer un servicio de andlisis de
ensayos con resultados exactos y reproducibles. El proyecto empezara con una
investigacion documental que definira el equipamiento calificado para la ejecucién
de los ensayos, las caracteristicas de desempefio a llevarse a cabo en el
laboratorio, el estudio de los datos, la interpretacién de los resultados y la
declaracion de aptitud de uso previo a un estudio de incertidumbre del método e
informe de validacién. Finalmente, se presentara la documentacién pertinente con

respecto al aseguramiento de calidad de los resultados para las pruebas de rutina.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1. Almidon resistente

El almidon es una de las principales moléculas de los carbohidratos que se obtiene
de plantas, tubérculos y cereales como yuca, maiz, papa, entre otros. El almidén
estd almacenado en forma de granulos compactos insolubles que varian de
tamano y forma deacuerdo a su especie [12]. El tipo A es encontrado en cereales,
tipo B en tubérculos, frutas, almidones rico en amilosa y tipo C que contiene Ay B

encontrado en leguminosas, raices y semillas [13][14][15].

Quimicamente, el almidon es un polisacarido que se compone de un solo
monosacarido (glucosa) que tiene dos principales estructuras: Amilosa, es una
molécula lineal unido por enlace a 1-4 que constituye el 20-25% del almidén y
amilopectina,es una molécula ramificada unido por enlace a 1-4 y a 1-6 que
constituye el 70-75% del almidon [12]. Adicional, contiene estructuras cristalinas
con diferentes proporciones de amilopectina. La amilosa se encuentra en las partes
amorfas del cristal de almidén mientras que la amilopectina le da al almidén su

estructura cristalina.

El almidon se clasifica en almidon de rapida disponibilidad, de lenta disponibilidad
y resistente (RS). El almidon resistente es una forma de almidén que resiste la
digestion en el estdbmago y el intestino delgado, por lo tanto se clasifica como un
tipo de fibra dietética. RS puede actuar como sustrato para la fermentacion
microbiana en el intestino grueso siendo los productos finales hidrogeno, diéxido
de carbono, metano y acidos grasos de cadena corta como el férmico, acético,
propiénico, butirico, valérico y pequefias cantidades de acidos organicos y
alcoholes [12]. La resistencia del almidén a la digestion esta relacionada con un
alto contenido de amilosa asociado a una tasa de digestibilidad mas lenta. Las
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estructuras cristalinas B y C parecen ser mas resistente a la digestion produciendo
almidon resistente; por ejemplo: almidén rico en amilosa siendo muy utilizado en

la preparacion de alimentos [16].

El almiddn resistente se ha clasificado en: RS1 el cual es fisicamente no accesible
a la digestion, RS2 en que los granulos de almiddén nativo estan protegidos de la
digestion por la estructura del granulo, RS3 formado generalmente durante la
retrogradacion porgue el almidén se calienta por encima de la temperatura de
gelatinizacidny las regiones cristalinas del almidon se derrite. Luego, estos geles de
almidon se enfrian y vuelven a formar cristales que son resistentes a la hidrdlisis.
Finalmente, RS4 los cuales son los almidones que han sido modificados por

meétodo quimico [16].

Las preparaciones comerciales de RS (tratamientos fisicos, quimicos y
enzimaticos) estan disponibles y se pueden agregar a los alimentos (pan, galletas,
barras nutritivas, productos lacteos) como ingrediente para reducir el valor cal6rico
y mejorar las caracteristicas de textura, organolépticas junto con el aumento de la
cantidad de fibra dietética. Es decir que, el almidon resistente tiene uso en una
ampla gama de productos alimenticios y produce alimentos de alta calidad debido
a sus propiedades fisicoquimicas unicas como: aumentar el contenido total de fibra
dietética de los alimentos y tener productos alimenticios sin afectar el sabor y la
textura, proporcionar fibra en algunos alimentos para aquellos que siguen
regimenes de dieta bajos en carbohidratos, buenas cualidades de extrusion y
formacion de pelicula, mejorar las caracteristicas organolépticas en productos

altos de fibra, entre otros [17].

A su vez, tiene propiedades bioactivas Unicas porque tiene una importancia
sustancial debido a su impacto positivo en la salud. Entre los beneficios para la
salud se incluyen la mejora de la salud del colon y la microflora, el control de la
diabetes, el indice glucémico ylos niveles bajos de colesterol, triglicéridos en la
sangre, la formacion reducida de calculos biliares, el aumento de la absorcion de

minerales y el potencial para modificar la oxidacionde grasas [18].
9



2.2. Validacion de un método analitico

Uno de los pasos mas importantes si implementas un nuevo método analitico es
la validacion. La validacion es un proceso sistematico que demuestra al método
estar listo para obtener resultados fiables porque asi asegura que, la medicién de
los andlisis de rutina es lo suficientemente cercano al valor verdadero para el

contenido del analito en la muestra [10].

Los métodos analiticos que se desarrollen en un laboratorio para obtener datos de
composicion quimica de alimentos deben ser adecuados, usar técnicas analiticas
exactas y ser realizados por técnicos competentes [19]. La calidad de los trabajos
y resultados esperados exigen un determinado nivel de calidad interna y externa
en el laboratorio analitico. La calidad de los resultados generados depende de la
calidad de las diferentes etapas del proceso analitico [20].

Los procesos analiticos deben ser capaz de generar confianza a sus beneficiarios
porque se espera que el analista tenga un grado de conocimiento técnico que
proporcione una respuesta veraz a la parte analitica del problema. El conocimiento
técnico permite tener una certeza de los datos obtenidos; es decir una correcta

medicion asegura tener resultados acertados [1].

Actualmente se encuentra vigente la norma NTE INEN - ISO/IEC 17025:2018
Tercera Edicion que indica los “Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion”. La primera version fue la norma ISO/IEC
17025:1999 que reemplaz6 la norma ISO/IEC 25 y la norma Europea EN
45001:1989. ISO 17025:2017 tiene dos secciones: Primero, corresponde a los
requisitos de la norma ISO 9001 para un sistema de gestion de la calidad y;
finalmente, corresponde a requisitos técnicos relacionados a aspectos con directa

influencia sobre el resultado del andlisis [21].

La ISO 17025 demuestra que laboratorios, entre estas, tiene la capacidad de
producir resultados analiticos confiables validados técnicamente [21]. La norma
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define la validacion como “la confirmacién a través del examen y del aporte de
evidencias objetivas, de que secumplen los requisitos particulares para un uso
especifico previsto” [3]. La validacion del método permite a los técnicos demostrar

gue un método es '‘adecuado para el uso previsto’[10].

2.3. Requisitos de gestion y técnicos para el estudio de una
validacién

El laboratorio tomard en cuenta todos los aspectos relacionados al estudio
analitico pasando por los requisitos basicos para asegurar la calidad; es decir, las
Buenas Précticas de Laboratorio (BPL o GPL). BPL es un sistema de calidad que
contiene directrices relacionado con los procesos organizativos y las condiciones
bajos las cuales los estudios son planificados, realizados, controlados, registrados,
archivado einformados garantizando asi, unos determinados niveles de calidad en

el laboratorio [22].

Las normativas europeas 2004/10/CE y 2004/9/CE recogen los principios
generales sobre la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas relativas a la aplicacion de los principios de BPL y al control de su
aplicacion para las pruebas sobre las sustancias quimicas vy, relativa a la
inspeccion como la verificacion de las Buenas Practicas de Laboratorio;
respectivamente [22].

La calidad de un laboratorio requiere un compromiso de todo el personal para asi

asegurar que funcione el proceso correctamente. El sistema se divide en [23]:

e Gestion de la calidad: Es responsabilidad de la gerencia y el director del
laboratorio proveer los medios a disposicion para conseguir los objetivos de
calidad.

e Control de la calidad: Es la persona que se relaciona con la gerencia y el personal
del laboratorio el cual coordina todos los medios y ejecuta/ perfecciona los
objetivos para su cumplimiento.

e Sistema de calidad: El personal de laboratorio realiza los objetivos de calidad
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planteados desde la gestién de calidad basado en flujos de proceso con los
recursos humanos, economicos, infraestructura y equipos, conocimientos y

experiencia, entre otros.

El padre de la gestion de la calidad, W. Edwards Deming, describié que un
“sistema”es “una serie de funciones o actividades dentro de una organizacion que
trabajan juntas para el objetivo de la organizacion” [14]. Cada sistema es de
dependencia reciproca por lo tanto requieren de la gestion para mantenerse en

armonia [22].

Existen enfoques que pueden resultar Gtiles en muchos laboratorios como el Ciclo
DMAIC (Disefiar o definir, Medir, Analizar, Mejorar, Controlar) o Seis Sigma para
la mejora del proceso, el modelo de Deming PDCA (Planificar, Hacer, Verificar y
Actuar) para la mejora del Sistema de Gestion de Calidad, el cual esta disefiado
paraasegurar que el laboratorio cumpla con sus objetivos y requerimientos de la
calidad. Adicionalmente, hay herramientas que son casi universalmente
requeridas siendo uno de estos, los protocolos de validacion de métodos; sin
embargo, la organizaciény la implementacion dependera de los recursos y

capacidades disponibles en los laboratorios [22].

Al dia de hoy, la norma ISO/IEC 17025:2018 refiere que es esencial el liderazgo
de la direccién y el compromiso para asegurar la calidad en todas las actividades
y procesos del laboratorio. Los requerimientos de gestion por la direccion del
laboratorio son la base para alcanzar una calidad en el disefio y la implementacion
de los requerimientos técnicos para las fases pre-analiticas, analiticas y post-
analiticas para la competencia del laboratorio. Es decir, que la gestion es
responsable de solucionar todos los problemas de la calidad para su garantia, el
cual es una parte de la gestion de la calidad con el fin de brindar la confianza de
gue los requerimientosde calidad sean cumplidos y todos los procedimientos y
actividades realizados deben alcanzar y mantener la calidad especificada del
Sistema de Gestionde Calidad [24]. Entonces, la ISO 17025:2018 menciona los

requerimientos técnicosy requisitos de recursos para la adquisicion de todas los
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bienes y medios adecuadospara las operaciones y desarrollar los procesos que

proporcionen la competencia deseada [22].

1. Personal: El personal debe tener la competencia técnica para los servicios
de calidad dentro de un sistema de gestion del laboratorio. También, es integrar
un sistema de valoracion periodica de la competencia para mantenerel personal
capacitado. Ademas, es importante el entrenamiento y la formacién continua

para mantener y actualizar las habilidades técnicas y el conocimiento cientifico.

2. Instalaciones y condiciones ambientales: Un laboratorio necesita espacio
adecuado y condiciones ambientales que estén disefiados y controlados
apropiadamente, que no comprometan con los resultados del ensayo duranteel

desarrollo de las actividades del laboratorio.

3. Equipamiento: La adquisicibn de equipamiento analitico es una tarea
particularmente decisiva debido a que la calidad del ensayo es determinada
principalmente por el tipo de equipos/materiales de mediciébn. Ademas, es
esencial el desarrollo de especificaciones, mantenimiento y calibracion
planificada, calidad del equipo/instrumento, comprobaciones intermedias para

mantener la confianza en el desempefio del equipo.

El equipo debe cumplir con los requisitos especificados antes de su puesta en
operacion. La calificacion de un equipo es la accion de revisar y documentar
gue el equipo analitico cumple con las especificaciones requeridas y funciona
adecuadamente para su uso previsto, es decir, que los elementos del equipo
funcionan correctamente y realmente conducen a los resultados esperados. Los
equipos del laboratorio deben someterse a calificaciones de disefio, instalacion,

operativa y de desempefio.

3.1. La calificacién de disefio (ID) requiere la revision documentada de
actividades que determina las especificaciones operacionales y
funcionales del equipo o instrumento analitico y criterios para la

seleccidén basandose en el uso esperado del bien.
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3.2. La calificacién de instalacion (1Q) es la ejecucion de pruebas en el
laboratorio para asegurar que los equipos analiticos estan instalados
correctamente y operan de acuerdo con las especificaciones
establecidas.

3.3. La calificaciébn de operacién (OQ) se refiere a la comprobacion
documentada de que los equipos analiticos se desempefian segun
lo proyectado en todos los intervalos de operacion.

3.4. La calificacion del desempefio (PQ) es la comprobacion
documentada de que un equipo analitico opera y demuestra la
efectividad y da reproducibilidad del proceso dentro de los
parametros y especificaciones definidas en condiciones normales de

operacion.

4. Trazabilidad metrologica: El laboratorio tiene patrones calibrados con un
estandar de medicion de mayor exactitud y precision para una magnitud
determinada, por lo tanto, puede asegurar que la medicion efectuada tiene un
determinado grado de precision. El laboratorio debe asegurar que el materialse

encuentre como en su estado inicial que garantice calidad de los resultados.

5. Productos y servicios suministrados externamente: El laboratorio debe
especificar las caracteristicas de reactivos, materiales y servicios para asegurar
el cumplimiento de las especificaciones técnicas que permita alcanzar los
objetivos propuestos. El laboratorio debe responsabilizarse de las verificaciones
y calificaciones necesarias de sus productos y servicios para garantizar la
calidad. Ademas, el laboratorio debe tener procedimiento de actualizacion de
inventario, monitoreo del almacenamiento y el seguimiento para los nuevos

pedidos.

La misma norma menciona los requerimientos del proceso que representa los

requisitos para la competencia en el laboratorio en tres fases: preanaliticas,

analiticasy postanaliticas [22] [24]. Los requisitos de competencia deben ser

llevada a cabo prpersonal competente y capacitado por el personal pertinente.
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e Fase preanalitica: El laboratorio debe tener procedimientos documentados
de informacién complementaria para las actividades preanaliticas con el fin
de asegurar la validez de los resultados de los analisis de ensayo. Esta fase
corresponde a la obtencién, manipulacion y acondicionamiento de las

muestraspara su ingreso a la etapa analitica.

e Fase analitica: Esta fase abarca desde que la muestra ingresa al
laboratorio para ser analizada hasta que se obtiene un resultado. El
laboratorio debe realizar los procedimientos analiticos requeridos hasta

demostrar que han sido verificados y validados para su uso previsto.

e Fase postanalitica: Esta fase comprende los resultados analiticos hasta
gue son entregados al cliente final. Es decir que se requiere antes de la
emision del informe técnico, la revision técnica exhaustiva del técnico que
incluye el almacenamiento, revision y seguimiento de los datos o resultados

anOmalos como negativos, menores a blanco o fuera de la linealidad.

Por dltimo, la norma menciona los requerimientos del sistema de gestion para
dirigir,operar y controlar la organizacion en forma sistematica, transparente y de
manera continua hacia la mejora en el desempefio del laboratorio. El laboratorio
debe asegurar que el Sistema de Gestion de la Calidad funciona de forma correcta

y que se obtienen todos los resultados esperados en un laboratorio [22].

e Documentos y registros: Existen requerimientos minimos de contenido
para los documentos y registros establecidos por la norma pertinente. Es de
suma importancia tener un sistema de gestion de documentos para su
identificaciébn y garantizar que cada politica, proceso, procedimiento y
formulario es la version original. Asi mismo, se necesita un sistema de
gestion de registros que permita la creacion, identificacion, cambio, revision,

retencion y almacenamiento de los documentos y registros.

e Evaluaciones: Las evaluaciones continuas son una parte fundamental del
15



Sistema de Gestion de la Calidad. Las evaluaciones internas, auditorias
internas, revision por la direccibn son controladores de proceso e
indicadores de la calidad para monitorear la calidad y el desempefio del

sistema.

e Riesgos y oportunidades: Las acciones tomadas mediante la
identificacién, analisis y evaluacién de todos los riesgos ligados a procesos
es con el fin de reducir o eliminar todas las fallas que derivan de los riesgos.
También, posibilita que el Aseguramiento del Sistema de Gestidon de la
Calidad pueda alcanzar sus resultados previstos, aumentar los efectos

esperados y alcanzar la mejora del sistema.

e Gestion de eventos de no conformidad: Se refiere al seguimiento de los
problemas, las fallas de equipos, los informes de no conformidad y quejas
revisadas y aceptadas que hayan ocurrido. El estudio de las incidencias
deberia concluir con acciones correctivas, acciones preventivas y mejora

continua.

e Mejora continua: La informacién originada en la gestién de eventos de no
conformidad incluido las evaluaciones internas y/o externas, auditorias y por
direccion deberian orientar una ruta con tareas especificas para la mejora
del sistema. Las acciones correctivas deben apuntar a eliminar los

problemas para alcanzar los nuevos niveles de calidad y de desempefio.
2.4. Proceso de validacion de método
La norma ISO 17025:2018 indica que el laboratorio requiere el uso de métodos y
procedimientos apropiados como también la verificacion de estos. Ademas, el

proceso de evaluacion de la incertidumbre, informe y declaracion del método con

los analisis de control de calidad a llevar a cabo con los ensayos rutinarios.
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2.4.1. Establecimiento del método analitico

Fundamentalmente, la metodologia analitica es una serie de etapas y
operaciones analiticas, siendo éste el mas idoneo en funcién de las
exigencias y necesidades del laboratorio, con el fin de obtener resultados que
puedan ser fiables a partir de un material de estudio. Es importante sefalar
gue para obtener los mejores resultados deben considerarse las etapas
analiticas como muestreo, preparacion de la muestra, procedimiento de

determinacion, calculos, reportes e interpretacion de resultados [25].

2.4.2. Definicion de objetivos y seleccién de métodos analiticos

El éxito de la metodologia analitica es, primeramente, identificar y definir
claramente el problema a resolver. Es decir, delinear la estrategia de analisis
sobre la base a las interrogantes planteadas: ¢Qué analito deseo
medir?,¢, Cudl es la matriz?, ¢ Cual es el rango de concentraciones del analito
a determinar?, ¢Qué otro compuesto o elemento se haya presente en la
sustancia?, ¢Qué operaciones 0 procesos quimicos, fisicos y biolégicos
pueden afectar la concentracion o estabilidad del analito objeto del
estudio?,¢,Qué componentes propios de la matriz puede ocasionar
interferencia en el analisis?, ¢Qué exactitud y precision requiere el método
analitico para alcanzar el objetivo propuesto?, ¢ Qué equipamiento se necesita
para ejecutarel ensayo?, ¢Qué técnica analitica es la adecuada para el

estudio de dicho analito? [25].

La eleccion del método es de mayor importancia en el bosquejo del analisis
previo al desarrollo del método. Ademas de tomar en cuenta los objetivos
analiticos planteados es necesario considerar otros aspectos como:
posibilidad de destruccion de la muestra, cantidad de muestra disponible,
econdémico, volumen total de muestra pequefia, técnica rapida y sencilla,
tiempo que se dispone para efectuar el analisis y validacion del método
analitico siendo este; principalmente, la parte integral del desarrollo de un
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método analitico, de buenas préacticas de fabricaciébn y en el aspecto
comercial, acordar la compra de un servicio o bien porque se garantiza la
fiablilidad de resultados [25].

2.4.3. Planteamiento del método

AOAC es una normativa internacional que ha adoptado métodos analiticos las
cuales son utilizados por agencias gubernamentales para los analisis de
fertilizantes, alimentos, piensos, pesticidas, medicamentos, cosméticos,
sustancias peligrosas y otros materiales relacionados con la agricultura, la

salud y bienestar y medio ambiente [23].

Las lineas principales de accion de la AOAC son: Desarrollo y validacion de
métodos analiticos a través de consensos, mejoramiento de los
procedimientos de Aseguramiento de la Calidad en los laboratorios, desarrollo
y promocion de criterios de desempefio para alcanzar los estandares de
acreditacion de los laboratorios analiticos, con el fin de promover la calidad de
las mediciones y la validacion de métodos analiticos para alcanzar asi, la
vision de “confianza” internacional en los resultados analiticos. Los métodos
AOAC son reconocidos internacionalmente como un recurso aprobado debido

al riguroso proceso de validacién [23].

De acuerdo al tipo de método se procede a la validacion. EI método
normalizado o estdndar son emitidos por organizaciones internacionalmente
reconocidas como Farmacopea de los Estados Unidos-Formulario Nacional
(USP-NF), AOAC, entre otros. En métodos normalizados solo se realiza la
verificacion de algunos parametros de desempenfio, por ejemplo: repetibilidad,
veracidad, incertidumbre de medicion, limite de deteccién (siempre y cuando
se indiquen en la norma). No obstante, el alcance de la validacion dependera
de la aplicacion, la naturaleza de los cambios realizados y de las
circunstancias en que el método se va a utilizar. Sin embargo, si se modifica
un método normalizado, es decir que puede tener cambios sobre la calidad

de los resultados, el laboratorio evaluara qué parametros de validacion que
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deben ser verificados [10].

- Método AACC 32-40.01 y método AOAC 2002.02: Ambos métodos
oficiales son derivados y similares entre si de los métodos Englyst et al.
(1982), Gofii et al. (1996), Chung et al. (2006), entre, como lo muestra el
Anexo A. El rango de trabajo para la determinacion de AR es desde 2%

hasta 64 % en alimentos y muestras de almidén crudo de tipo 1, 2y 3.

e Moler muestra en forma gruesa.

e Incubar en bafio de agua en agitacibn con enzimas a-amilasa
pancreatica y amiloglucosidasa (AMG) a temperatura de 37 °C por
16 horas.

e Recuperar el pellet mediante lavados con etanol o IMS usando la
centrifugacion.

¢ Disolver con hidroxido de potasio en agitacion vigorosa.

¢ Neutralizar con tampén acetato .

e Agregar AMG al residuo a temperatura de 50 °C por 30 minutos.

¢ Cuantificar glucosa mediante colorimetria

Los métodos oficiales, AACC y AOAC, son asociaciones reconocidas a nivel
mundial sin &nimo de lucro. Los laboratorios de todo el mundo confian en los
meétodos aprobados porque son sometidos a un estudio cientifico riguroso
y sistematico para garantizar que los estandares sean altamente confiables
y suficientes para que las terceras personas (academias, agencias
reguladoras, industrias, entre otros) puedan disponer de estos con la

confianza de tener procedimientos analiticos idoneos.

2.4.4. Herramientas de validacion

El proceso de validacion requiere un conjunto de materiales con
caracteristicasespecificas para el desarrollo analitico en el laboratorio. Las
caracteristicas especificas son las propiedades fisicas, quimicas, térmicas,

entre otros, que posee cada material para el fin propuesto en el ensayo [10].
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Blancos: Los blancos en un método analitico permiten evaluar la
cantidad de sefal medida que es atribuible al analito y cuanta es a otros

factores.

o Blanco de reactivo: Son todos los reactivos utilizados durante el
proceso analitico para determinar si contribuyen a la sefal de la
medida.

o Blanco de muestra: Es la muestra matriz sin presencia de analito
yse somete a todos los pasos del proceso analitico. El blanco
muestrapermite tener una conocer las posibles interferencias que

pueden aparecer en un analisis de muestras de rutina.

Muestras de rutina: Las muestras de rutina son importantes ya que
permite que se conozca la informacion sobre precision, interferencias,
entre otros, que puede aparecer en la muestra durante el trabajo en el

laboratorio.

Soluciones/material fortificado: Es la muestra enriquecida con una
cantidadconocida al analito que permitird incrementar la respuesta del
analito medido.También se puede fortificar una concentracién conocida

del interferente paradeterminar como el analito es afectado.

Patrén de medida: Es una medida certificada, instrumento de medida,
material de referencia o sistema de medida destinado a reproducir varios
valores de una magnitud como referencia [25]. Es decir que, un material
de referencia certificado es un material que posee uno a mas de sus
valores de expresados en un certificado a través de procedimientos
técnicamente validosy elaborados por un organismo competente. Si se
dispone de un material con un valor de ‘“referencia” permite dar

seguimiento y establecer si los resultadosobtenidos son correctos 0 no
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para cada uno de los ensayos. [26].

Estadistica: La mayoria de los factores que intervienen en los
experimentos se comportan como una variable aleatoria por lo que el
comportamiento de lossistemas de estudio es consecuencia de muchas
variables aleatorias. Las estadisticas son esenciales para recolectar y

analizar la informacion a fin de tomar decisiones correctas [7].

o Media aritmética se define como una serie de datos que se
obtienedividiendo la suma de todos los datos entre el total de

ellos.

o Varianza se define como la media aritmética de los valores de las
desviaciones obtenidas de la variable con respecto a la media

aritmética elevada al cuadrado.

o Desviacion Estandar se define como la raiz cuadrada de la

varianza.

o Desviacion estandar relativa se define como el porcentaje de la

desviacién de los datos con respecto a la media.

o Porcentaje de recuperacion se define como el porcentaje que

representa el valor medio con respecto al valor tedrico.

o Coeficiente de variaciéon se define como una medida relativa de
la variacion expresado en porcentaje, el cual mide la dispersion

de los datos con respecto a la media.
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o Error absoluto se define como la diferencia entre una medida de

un valor y el valor verdadero.

o Error relativo (porcentual)se define como el cociente del error

absoluto y el valor verdadero multiplicado por 100.

o Andlisis de varianza se define como la primera prueba de
significacién que compara mas de dos variables. Es decir, que es
una forma de comprobar si dos o0 mas medias muestrales fueron
obtenido de poblaciones con la misma media paramétrica

respecto de una variable dada.

2.4.5. Criterios de validacion del método analitico

La Norma NTE- ISO/IEC 17025:2018, Codex Alimentario 2001, IUPAC 2022,
AOAC 2000, Nordic Committee on Food Analysis 1996 (NMKL) mencionan

los requisitos o criterios de validacién que debe cumplir un método analitico:

e Selectividad/Especificidad: El grado de interferencias para los métodos
analiticos pueden considerarse controvertidos porque tales términos
coexisten: la selectividad y la especificidad. La selectividad determina el
analito particular en una mezcla compleja sin interferencia de otros
componentes presente en la mezcla. La especificidad se utiliza para el
analisis de un solo componente cuando el método esta libre de

interferencias y solo determina el analito deseado [6] [27].

e Limite de deteccidon (LD): La deteccidn es la capacidad de discernir una
sefial débil en presencia de ruido de fondo, por lo que reducir el ruido

permite la deteccién de concentraciones mas pequefias de analito. El
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blanco mide solo el ruido de fondo o de linea de base. Las mediciones de
blancos suponen un comportamiento de los blancos en forma normal,
representado por una curva Gaussiana, pero se puede encontrar valores
diferentes de cero. En el LD, la zona de importancia es la zona positiva en
gue se establece un nivel de confianza de donde aumenta la probabilidad
de que el valor obtenido sea diferente de cero. En esta zona es mas
probable que se cometa el error tipo 1 o falso positivo, es decir de declarar
la presencia del analito aun cuando se sabe que no lo contiene.

LD es la concentracion mas baja de analito que se puede detectar y se
obtiene midiendo un nimero adecuado de repeticiones (8-10 repeticiones
es comun) de un blanco apropiado o estandar de baja concentracion y
determinar la desviacion estandar de la sefial en blanco. Por lo tanto,
durante afios se considera que el LD es la concentracién de analito que da
una sefal que es igual a tres veces la desviacion estandar del espacio en
blanco. Se define LD como la relacion sefal/ruido a 3 en un nivel de
confianza de 99.87% y la zona correspondiente a es de 0.13% o 0.0013:
esta es la probabilidad de que un blanco produzca una sefial que haga

suponer la presencia del analito, esto es, la deteccidn del analito [10] [25].

LD = x+ 30 Ec2.2.4.1

Limite de cuantificacion (LC): Es la concentracion mas baja de analito en
una muestra que se puede determinar cuantitativamente con una exactitud
y precision dadas utilizando el método establecido. El LC es mas alto que
el LD por lo tanto, deberia tener una mejor precision. LC suele ser definida
como la concentracion equivalente a un factor numérico de acuerdo al
coeficiente de variacion CV permitido o establecido por el laboratorio siendo
K 10 para un CV maximo permitido de 10%. Es decir, 10 veces la desviacion
estandar del blanco y puede determinarse a partir de la muestra blanco [10]
[25].
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LC =x+100 Ec2.2.4.2

e Linealidad: La calibracion analitica representa la relacion entre cantidades
conocidas del analito en la muestra y la respuesta del instrumento y se ajusta
a una funcién lineal dentro del rango de trabajo determinado. Los aspectos
mas importantes en la planificacion experimental para la calibracion

analitica son [6] [28]:

o Eltipo de las muestras de calibracion, ya sea con matriz o sin matriz.

o La metodologia de calibracion (patrén externo, patron interno o
adicion de patron).

o Elrango de concentracionesy la distribucién de los puntos a lo largode
la curva de calibracion.

o El nimero de mediciones repetidas para cada nivel de calibracion.

o El nimero de series o diferentes curvas de calibracion.

o El coeficiente de correlacion o R? debe ser muy préximo a 1 paraque

represente un verdadero ajuste lineal[28].

e Rango de medida: Es un intervalo lineal de un método analitico o de
instrumento que se origina desde la concentracion mas baja hasta la
totalidad de la linea recta; es decir, empieza desde la concentracion de
analito en una muestra que se puede determinar cuantitativamente hasta el

limite de linealidad [6].

e Exactitud: Segun el item 2.13 del VIM, Exactitud es el “Grado de
concordancia entre un valor medido y un valor verdadero de un
mensurando”. Es decir, que indica la proximidad entre el valor verdadero y
el valor experimental. La mediciébn es mas exacta cuando existe un error
total de medicidbn menor y el instrumento esta relacionado con los resultados
medidos a lo mas cercano del valor referencia. Se puede expresar en [10]:
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% Recuperacion: F—X;fx 100% Ec 2.2.4.3

XX

Error absoluto (£): x — xref Ec2.2.4.4

Error relativo (€%): ;je:ff x100%  Ec2.2.4.5

El error total es la suma de los errores sisteméaticos y aleatorios. Los
errores sistematicos son producidos por la imperfeccion de los equipos,
imprecisiones del método de medicién o por algun descuido del operador.
El error sistemético se asocia al concepto de veracidad el cual, es la
proximidad entre la media de un numero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia. Estadisticamente, se relaciona con la

media y el sesgo [22] [29].

Precision: La precision es la medida del grado de cercania de los valores
medidos repetidamente a multiples muestras de un mismo procedimiento
en condiciones de operacion especificas [6]. Las incertidumbres
experimentales se pueden evidenciar mediante un gran namero de
mediciones del mismo valor de una magnitud en condiciones iguales

(repeticion de las mediciones) se denominan errores aleatorios [10].

cV = 5_71’ -100% Ec 2.2.4.6

Sz (xi=2)?

n—-1

SD = Ec2.24.7
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n i =2
§2 = Zxi= (D7 Ec2.2.4.8

n—-1

RSD (%) = S_TDX 100% Ec 2.2.4.9

Generalmente, se expresa como desviacién estandar (s o SD), coeficiente
de variacion (CV), desviacion estandar relativa (RSD) y varianza (s2) [19].
Segun la Conferencia Internacional sobre armonizacion de requisitos
técnicos para el registro de productos farmacéuticos para uso humano
(ICH),la precision debe realizarse en tres niveles diferentes: repetibilidad,

precisidnintermedia y reproducibilidad [30].

o 7.1. Repetibilidad: Es una medida de la variabilidad de los resultados

del método que se obtiene durante un corto intervalo de tiempo y

manteniendo las mismas condiciones de operacion [10].

7.2. Precisiéon intermedia: La precision intermedia se refiere a la
medida de variabilidad de los resultados del método por las variaciones
dentro del laboratorio tales como diferentes periodos experimentales,

analistas, equipos, entre otros [30].

7.3. Reproducibilidad: La reproducibilidad se refiere a los resultados
de ensayos colaborativos entre laboratorios. La documentacion en
apoyo de los estudios de precision debe incluir ladesviacion estandar,
la desviacion estandar relativa o el coeficiente de variacion e intervalo

de confianza [30].

Robustez: Es la capacidad del método para no ser afectado por pequefios
cambios deliberados en parametro del método como porcentaje de reactivo,
pH, fuerza i6nica o temperatura, entre otros. Es decir, la variacion de los
pardmetros controlados uno a uno con la finalidad de conocer si hubo la
influencia del resultado para determinar el efecto sobre los resultados del
método [30] [6] .
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2.5. Estimacion de la incertidumbre

La incertidumbre y la trazabilidad son las propiedades metrologicas basicas
asociadas a un resultado cuantitativo que caracterizan su fiabilidad. La
incertidumbre es el pardmetro asociado al resultado de una medicion que
determina la dispersion de los valores de una cantidad que son atribuidos a un
mensurando; es decir que es expresado como el rango de concentracion donde
cabe esperar que se encuentre el resultado. La estimacion de la incertidumbre
se establece en los métodos de rutina y a lo largo de todo el proceso analitico
[31].

Los errores aleatorios, en todo proceso de verificacion de la trazabilidad,
contribuyen principalmente a la creacion de incertidumbre y estos son las
causas de los errores tipo | y Il. Por lo tanto, en el proceso sera fundamental
tomar en cuenta las incertidumbres relacionadas tanto a la referencia como a
los resultados, para asegurar asi la comparacion de los resultados con la

referencia por la cadena no interrumpida de comparaciones reales [31].

Para la estimacion de incertidumbres, se sugiere los cuatro pasos principales:
[32]

e La especificacion de un mensurando requiere el conocimiento inicial de una
propiedad del fenbmeno, cuerpo o0 sustancia que puede expresar un
namero y una referencia, incluyendo los componentes y las entidades

guimicas de la cual depende.

e Identificacion de todas las fuentes de incertidumbre, es decir todas las
posibles causas que originan una incertidumbre en la medicion. Las fuentes

mas consideradas son método, materiales, medio ambiente, mano de obra

y equipo.
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e Cuantificacion de cada componente de incertidumbre identificados en cada

fuente.

e Calculo de la incertidumbre total (expandida y combinada) segun las reglas

de la propagacion de incertidumbre.

La guia Euracheam plantea la aplicacion del diagrama Ishikawa o diagrama
‘causa y efecto” porque permite identificar el problema y determinar
exactamente sus posibles causas. Las evaluaciones de incertidumbre se basan
en distribuciones de probabilidad y los componentes son cuantificadas por

varianza y desviacién estandar [29][32].

La incertidumbre tipica A (ua) es estimada a partir de observaciones
individuales entre  si de una de las magnitudes de entrada en las mismas
condiciones de medida y viene dado por la varianza experimental de la media
(S?) o desviacion estandar (S) [33]. En algunas condiciones pueden utilizarse
otros métodos estadisticos, como el método de minimos cuadrados o el

andlisis de la varianza [29][32].

nowi ¥2
g2z Lz X7 Ec2.3.1
n-1
nriox)2
S = Li— (xi—x)" Ec 2.3.2
n-1

La incertidumbre tipica tipo B (ub) es estimado a partir de decisién cientifica
basado en informacion acerca de la variabilidad posible de cada componente

identificado. Se estima a partir de [32] [33]:

¢ Resultados de medidas pasadas.

e La experiencia o0 el conocimiento general del comportamiento y

28



propiedades de los materiales y los instrumentos utilizados.

Las fichas técnicas del fabricante.

La informacion de certificados de calibracion u otros.

Los valores de referencia en libros y manuales.

La incertidumbre B puede encontrarse en distribucion normal, rectangular y

triangular y antes de combinarse debe normalizarse a incertidumbre estandar.

La eleccién dela distribucion depende del lugar de probabilidad de mayor
cantidad de datos [29], [33].

Si se ha dado una incertidumbre en forma de intervalo de confianza de
un 95 % 0 99% sin especificar la distribucion entonces para IC= 95%
y 99.7%, el divisor es 2 y 3; respectivamente. Adicional, en forma de
una desviacion estandar s, una desviacion estandar relativa s/x, 0 un
porcentaje de coeficiente de variacion %CV sin especificar la

distribucion.

La distribucion rectangular es la posibilidad de que la medicion en un
intervalo con limites definidos es igual a cualquier valor dentro de ese
intervalo; es decir una estimacion de rango +/- a sin mencionar la forma
de distribucion o da unos limites sin indicar el intervalo de confianza,

entonces el divisor es 3.

La distribucion triangular es aquella que tiene una tendencia central de
muy poca dispersion en los valores de una medicion, es decir que existe

una estimacién en forma de un rango maximo +/- a dado por una

distribucion simétrica, entonces el divisor es V6.
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La incertidumbre tipo C o incertidumbre combinada se obtiene mediante la ley
de propagacion de errores. Para calcular la incertidumbre combinada se suma

las raices cuadradas de las varianzas de tipo Ay B [32].

uc? = Vua? + ub? Ec 2.3.3

La incertidumbre expandida se expresa con aun alto nivel de confianza a partir
de la incertidumbre combinada. La eleccion del factor k, el cual usualmente se
encuentra en el intervalo de 2 (95,5%, IC) a 3 (99.7%, IC) esta basada en la
probabilidad de cobertura o nivel de confianza requerido para el intervalo y los
grados de libertad [32].

up = kuc Ec2.34

2.6. Informe de validacion y declaracion de método validado

Segun el Reporte 40 OMS V3 menciona que el reporte de validacién es un
documento en donde los registros, resultados y la evaluacion de un programa
completo de validacion son recopilados y resumidos. También puede contener
propuestas para la mejora del proceso y/o equipo. La norma ISO 78 [34] indica
directrices para elaborar normas de métodos de andlisis quimico. Dentro de los
capitulos, se encuentra la informacion minima que deberd incluirse en el informe

sobre el ensayo:

o Muestra

» Objeto, Alcance

o Lanorma utilizada incluyendo el afio de publicacion

» Referencia al protocolo utilizado
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o ElI método utilizado
» Descripcion del proceso actualizado
» Disefo experimental
» Criterios de aceptacion

o

El resultado(s), incluyendo
« Datos de la validacion
* Resultados analiticos
* Resultados estadisticos
* Resumen de los resultados (parametro, criterio,
resultado y conclusién).

* Interpretacion de resultados

o Cualquier desviacion del procedimiento

o Cualquier caracteristica inusual observada

o La fecha del ensayo.
* Fecha de validacion

« Personas

Si el requisito propuesto no se cumple este se mantiene hasta que el método
demuestre su capacidad de cumplir con el requisito establecido en el método. Si el
requisito cumple, se debe demostrar que la incertidumbre um, obtenido de la
medicidn por los errores aleatorios que suceden durante la medicion, patrones de
referencia (trazabilidad) u otras fuentes de error, es menor o igual a la incertidumbre
ur requerida al nivel de confianza fijado; es decir que um < ur. Si se cumple esta
desigualdad, se infiere que la medicidn es “exacta” para el fin propuesto. Por lo
tanto, el método se considera “valido” y se da paso a la publicacion en el laboratorio
[35].
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Todos los registros del proceso de validacion deben ser conservados y controlados
siendo estos los documentos técnicos fundamentales en el laboratorio [35]. El
proceso de validacion finaliza con una conclusion obtenida sobre los requisitos de
desempefio el cual establecera criterios de control como parte del aseguramiento
de calidad del método de ensayo en el laboratorio; y una declaracion del

cumplimiento del requisito establecido (aptitud del método) [10], [35]

2.7. Control de calidad para los analisis de rutina

Un laboratorio necesita el diseiio de un procedimiento de control para confirmar el
cumplimiento de la calidad esperada para los resultados de las pruebas. Las reglas
estadisticas de control y el niamero de mediciones de control deben ser
seleccionados paraofrecer una deteccion apropiada de los errores analiticos,
siendo el punto de partida los requisitos de calidad analitica, precision y sesgo del

método en el estudio de validacion [22].

Un control estadistico permitira asegurar que la calidad de los ensayos de rutina
cumpla con las necesidades establecidas para el uso previsto del procedimiento a
medir [28]. Es importante definir criterios de aceptacion, de rechazo y las pruebas
gue se usaran para demostrar su validez como los ensayos de repetibilidad /
reproducibilidad, ensayos de desviacion, cartas de estabilidad y consistencia,
verificacion de linealidad, verificacion de limites de deteccion y cuantificacion,
ensayos de aptitud entre laboratorios, andlisis de varianza, pruebas de
recuperacion, pruebas de calificacion entre técnicos, pruebas de control ambiental
[35] [36].

Los materiales de Referencia certificados son muy utiles para verificar que se
cumplan dichos criterios de aceptacion y a su vez es necesario para la validacion
del método para comprobar la exactitud de los resultados [35]. La norma

internacional 17034-2016 describe los requisitos generales para competencia de
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los productores de materiales de referencia incluyendo los materiales de referencia
certificados (MRc). Las muestras son altamente estables y homogéneas para unas
propiedades especificas y que se acompafa de un certificado que indica los valores
del material con una incertidumbre asociada y se relacionan con patrones de

medida.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

La investigacion esta planteada de forma que cumpla el objetivo central de la aplicacién
practica. El nivel de estudio es de caracter descriptivo, experimental, deductivo,
cuantitativa y transversal porque se aplica a la resolucion del problema especifico
obteniendo asi, datos medibles que permite el andlisis descriptivo e inferencia en un
tiempo definido.

La investigacion desarrollada fue una medicion del objeto de estudio con el fin de
especificar cada desempeiio de la muestra. A su vez, se utilizaron muestras, muestras
fortificadas y controles con el fin de obtener los resultados; al tiempo que evitd otros
factores que intervengan en la observacion y se establezca fendmenos que provoque
un efecto determinado. Por dltimo, se evaluaron las caracteristicas mediante la
observacion, razonamiento y herramientas estadisticas el cual establecio la validez del

método analitico.

3.1. Elecciéon del método

La norma ISO 17025 menciona en la clausula 7.2.1, la importancia de la seleccion y
verificacion del método analitico como un proceso de resolucion apropiada del problema
analitico pero que cumpla con las expectativas de desempefio esperado. Las pruebas
in vitro de almidon resistente son de interés en las industrias alimentarias previo al
desarrollo de un producto y en la investigacion cientifica de los proyectos. Las normas
AOAC y AACC establecieron un esquema de procedimiento aceptado a nivel mundial.
Hoy en dia, se puede encontrar en el mercado a disposicién el kit aprobado por estas
organizaciones mencionadas. En el marco de lo expuesto, el problema analitico es
cuantificar el contenido de almidén resistente desde el 2% hasta el 64% en un
carbohidrato complejo de solo glucosa (monosacarido), siendo este el

homopolisacarido mas abundante en la naturaleza; el almidon. Las muestras usadas
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para ensayo fueron harina de frejol centenario, almidén de banano estado 1 de variedad

Cavendish y harina de papa Pucashungo.

3.2. Procedimiento analitico

La norma ISO 78 [34] abarca veinte capitulos que contiene los principios aplicables al
disefio y redaccion de los métodos de andlisis quimico, pero estos se pueden omitir
0 agregar, si se necesitan; e incluirlos en lugares méas apropiados del apartado. El
método de ensayo analitico es un procedimiento considerado como una operacion
técnica y organizada con el fin de determinar las caracteristicas especificas de un
problema analitico especifico. En el Anexo B, se encuentra el método analitico:
DETERMINACION DE ALMIDON RESISTENTE EN MATRIZ VEGETAL.

Por otro lado, la norma ISO 17025 menciona en la clausula 6 que, el laboratorio debe
acondicionar o solicitar condiciones ambientales y fisicas en base a los requerimientos
del método de referencia, reactivos, equipos, materiales que permitan realizar las
actividades en el laboratorio con el fin de verificar que el método propuesto es idoneo

para el objetivo planteado.

3.2.1. Reactivos analiticos

Las sustancias quimicas y enziméticas son reactivos especialmente indicados para
aplicaciones analiticas con especificaciones garantizadas porque es esencial para
obtener resultados precisos. Los grados de sustancias mas adecuados para la
investigacion analitica fueron: 1SO, grade ACS (American Chemical Society), grado
analitico, grado HPLC y grado USP. En la tabla 3.1 se detalla los reactivos necesarios
para el desarrollo de la metodologia analitica.
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Tabla 3.1

Enzimas

Amilase Porcine

Pancreas

Amyloglucosidase

from Rhizopus sp.

Enzimas reactivas
GOPOD

Reactivos

Tampon GOPOD
pH 7.4

Acido maleico
Reagent Plus

Caracteristicas

Sinénimos: a-Amylase, 4-a-
D-glucan-glucanohydrolase
CAS Number: 9000-90-2
Specific activity: =5
units/mg solid

Sinénimos: 1,4-a-D-Glucan
glucohydrolase, Exo-1,4-a-
glucosidase

CAS Number: 9032-08-0
Specific activity: 240,000
units/g solid

Glucose oxidase,
Peroxidase, 4-

aminoantipyrine.
Caracteristicas

p-hydroxybenzoic acid,
Sodium azide (0.095% wi/v).
Formula lineal: C4H404
Sinénimos: Toxilic acid, Cis-
Butenedioic acid

CAS Number: 203-742-5
Pureza: 299% (HPLC)
Densidad: 1.59 g/mL at 25
°C (lit.)

Peso molecular: 116.07
g/mol

Formula lineal: NaOH
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Reactivos de laboratorio

Condiciones de

almacenamiento

2-8 °C / cada 3 afnos

(retest)

-20 °C / cada 2 afios

(retest)

<-10C /> 5 afnos

Condiciones de

almacenamiento

4 °C [ > 4 afos

Ambiente / cada 6 afos

(retest)



Hidréxido de
Sodio

Cloruro de Calcio
Dihidratado

Azida de sodio

Reagent Plus

Acido acético
glacial

Glicerol Anhidro

Sinénimos: Soda Cadustica
CAS Number: 1310-73-2
Pureza: =99.0%
Densidad: 2.13 g/cm® (at
20°C)

Peso molecular: 40 g/mol
Formula lineal: CaCl2*2H20
CAS Number: 10035-04-8
Pureza: 99.0 to 105.0 %
Densidad: 0.830g/cm?3

Peso molecular: 147.1
g/mol

Formula lineal: NaN3
Sinénimos: NSC 3072,
Hydrazoic acid sodium salt
CAS Number: 26628-22-8
Pureza: =99.5%

Peso molecular: 65.01
g/mol

Formula lineal: C,H,O,
Sinénimos: Ethanoic acid
CAS Number: 64-19-7
Pureza: 299.8%
Densidad: 1.04 g/cm3 (25
°C)

Peso molecular: 65.05
g/mol

Formula lineal: C3Hs(OH)s
Sinénimos: Glicerina

CAS Number: 56-81-5
Pureza: Min 99.5%
Densidad: 1.26 g/cm?
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Ambiente /5 - 30 °C

Ambiente / cada 5 afos

(retest)

Ambiente / cada 5 afos

(retest)

15°C - 25°C / 2 afios

Ambiente / 5 afios



Etanol

Material de

referencia

High

maize starch

amylose

Native Potato

Starch

Kidney Beans

Actistar (material
produced by
enzimatic

modification of

tapioca starch)

Resistant Starch

Peso molecular: 92.10
g/mol

Formula lineal: CH3CH20H
Sinénimos: Ethyl alcohol
CAS Number: 64-17-5
Pureza: Min 99.9%
Densidad: 0,79 g/cm3 a 20
°C
Peso

molecular: 46.07

g/mol

Caracteristicas

Humedad: 12.3 % w/w
AR (“as is basis”): 44.8 %

w/w

Humedad: 12.3 % w/w

AR (“as is basis”): 63.4 %
wiw

Humedad: aprox 2 % w/w
AR (“as is basis”): 4.9 %

w/w

Humedad: aprox 8.7 % w/w
AR (“as is basis”): 48.3 %

w/w

Humedad: aprox 14.3% w/w
AR (“as is basis”): 44 %

w/w
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15°C - 25°C / 2 afos

Condiciones de

almacenamiento

Ambiente / > 2 afios

Ambiente / > 2 afios

Ambiente / > 2 afios

Ambiente / > 2 aios

Ambiente / > 2 afos


https://www.sigmaaldrich.com/EC/es/search/64-17-5?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=64-17-5&type=cas_number

Glucosa Standard

Soluciones
volumétricas

normal

Buffer de Maleato
de Sodio 100 mM,
pH 6.0

Tampon de
acetato de sodio
1.2 M, pH 3.8
Tampoén de
acetato de sodio
100 mM, pH 4.5

Solucién de
hidréxido de
potasio 2M
Otras
soluciones

Etanol  acuoso)

(aprox. 50% v/v)

Stock de
amiloglucosidasa
(3300 U/ml)

Formula lineal: CeH1206
Concentracion: 1 mg/ml in
0.1% benzoic acid

Origen biolégico: Maize
Pureza: Min 99.9%

Peso molecular: 180.16

g/mol

Reactivos

Acido Maleico

Hidroxido de Sodio 4 M
Cloruro de Calcio
Dihidratado

Azida Sodium

Acido Acético Glacial
Hidréxido de Sodio 4 M

Acido Acético Glacial
Hidréxido de Sodio 4M

Hidréxido de Potasio

Reactivos

Etanol min 99%

Amyloglucosidase from
Rhizopus sp.
Glicerol
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2 -8 °C/cada 2 afios

(retest)

Condiciones de

almacenamiento

4°C [ 12 meses

Ambiente / 12 meses

4°C [/ 2 meses

Ambiente / > 2 afos

Condiciones de

almacenamiento

Ambiente / > 2 aios

4°C | max. 5 anos



AMG diluido (300
U/mL

Solucion  fresca
de a-amilasa
pancreatica (10
mg, 30 U/mL) que
contiene AMG (3
u/mL)

Reactivo de
GOPOD

El agua también requiere una calidad especifica para los analisis; es decir que
precisa de unas propiedades inherentes y de pureza que garantice la calidad
necesaria para fines analiticos. La calidad de agua segun ASTM Il es Resistencia
10-15 MQ x cm a 25 C, conductividad 0.067-0.1 uS/cm, retencion de bacterias y
particulas @ 99% y rendimiento de permeado 12 L/h

Stock de amiloglucosidasa

(3300 U/ml)

Buffer de Maleato de Sodio

(100 mM)

a-amilasa pancreatica
Buffer de Maleato de Sodio

(100 mM)
AMG diluido

Tampdn reactivo GOPOD

Enzimas reactivas GOPOD

-20 °C /> 5 arfios

Dia de preparacion

2-5°C/~3meseso<-

10 °C/ 12 meses

3.2.2. Equipos, materiales e instrumentos analiticos

El laboratorio dispone de equipos, instrumentos y materiales basados en el
requerimiento analitico con el acondicionamiento adecuado que asegure la

exactitud necesaria que ofrezca resultados validos. En la tabla 3.2 se detalla los

equipos necesarios para el desarrollo de la metodologia analitica.
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Tabla 3.2 Equipos de laboratorio

Equipos Criterios técnicos
Fuente de luz de flash de xendn,
potencia promedio maxima de
10W. A range:200 to 999 nm, A
Espectrofotometro exactitud: £ 2 nm, A precision: + 0.2
nm (STD), A bandpass: 2.4 nm,

incremento:1 nm, resolucion:

0.0001 OD

Max 220 g, legibilidad: 0.1 mg,
Balanza analitica precision: méx. 0.7 mg, linealidad:

+0.2mg

pH O - 14, legibilidad: 0.001,
precision: +0.002

Velocidad: 300-3200 rpm (1-10).
Orbital: 4.9 mm, Tapdén Touch

pH metro

Vortex Analdgico

Premolino Discos con estrias
Molino Tipo Martillo, malla 0.8 mm
15 x 15 cm

Plato de agitacion magnético o .
Barra de agitacion magnética

Fuerza: max. 13480 Xg,
Centrifuga # 1 temperatura ambiente.

Rotor de capacidad 50 ml x 6

Fuerza: Max. 13500 rpm,
Centrifuga # 2 temperatura ambiente.

Rotor de capacidad 50 ml x 6

Temperatura: 5-100 °C, legibilidad:
Termomixer 0.1 C, precision: £0.5 °C, Rango de

velocidad: 150 — 900 rpm
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Medidor de Humedad

Bafio Maria con agitacion

Refrigerador-Congelador

Equipo de agua

Instrumentos de medicidon

Crondmetros

Termohigrometro A

Termohigrometro B

Micropipeta monocanal variable

0.5-10 ul

Masa: méx. 70 g, legiblilidad: 0.001
g, precision: £ 0.05%, temperatura:
40-200 °C, legibilidad: 1° C

Max 100 °C, legibilidad: 0.1 C,
estabilidad/uniformidad: +0.1 °C /
+0.05°C a 37 C.

Rpm: max. 200 rpm. Legibilidad: 10
rpm,

Temperatura: 5 - 6 °C (parte baja)
Temperatura: max -22°C (parte

alta)

Agua type Il. Conductividad: 10-15
MQ/cm

Criterios técnicos
Intervalo: 9 h: 59 min: 59,99 s.
Division de escala: 0.01
Sonda externa: -50 hasta 70 °C.
Escala: 1°C. Precision: 1 °C
Humedad: 25 — 95%. Escala: 1 %
Precision: +2%RH
Sonda externa: -58 hasta 70 °C,
Resolucion: 0.1°C Precision: 1 °C
Humedad: 25 — 99%. Escala: 1 %
Precision: +2%RH
Legibilidad: 0.01 pl
Nivel alto: 10 pl = Inexactitud: +1,00
%, Imprecision: +0,60 %

Nivel medio: 5 pl = Inexactitud:
11,60 %, Imprecision: £1,00 %
Nivel bajo: 1 ul = Inexactitud: £7,00

%, Imprecision: +4,00 %
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Micropipeta monocanal variable
10-100 ul

Micropipeta monocanal variable
100-1000 ul

Micropipeta monocanal variable
1000-10000 ul

Micropipeta monocanal variable

30-300 ul

Materiales volumétricos
Matraz 100 ml
Matraz 200 ml
Matraz 1000 ml
Matraz 2000 ml

Legibilidad: 0.1 pl
Nivel alto: 100 upl =
0,60 %, Imprecision: 0,20 %
Nivel medio: 50 pl = Inexactitud:
10,80 %, Imprecision: 0,40 %

Inexactitud:

Nivel bajo: 10 pl = Inexactitud:
+3,00 %, Imprecision: +£1,00 %
Legibilidad: 2 pl

Nivel alto: 1000 pl = CV: 0.3% y

inexactitud: +0.8 %

Nivel bajo: 100 pl = CV: 3% y
Inexactitud: +8.0 %

Legibilidad: 10 pl

Nivel alto: 10000 pl = Inexactitud:

0,60 %, Imprecision: 0,20 %
Nivel medio: 5000 ul = Inexactitud:
0,80 %, Imprecision: 0,30 %
Nivel bajo: 1000 ul = Inexactitud:
+3,00 %, Imprecision: 0,60 %
Legibilidad: 0.2 pl
Nivel alto: 300 upl =
10,60 %, Imprecision: 0,30 %
Nivel medio: 150 ul = Inexactitud:
11,00 %, Imprecision: 0,50 %

Inexactitud:

Nivel bajo: 30 pl = Inexactitud:

13,00 %, Imprecision: £1,00 %
Criterios técnicos

Clase A, Tolerancia: = 0.1 ml

Clase A, Tolerancia: = 0.15 ml

Clase A, Tolerancia: = 0.4 ml

Clase A, Tolerancia: = 0.6 ml
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3.2.2.1 Mantenimiento y calibracién

El mantenimiento preventivo esta disefiado para evitar averias mediante
el control periddico del equipo porque se reduce las probabilidades de que
se produzcan fallas disminuyendo asi, los costos de inversion del equipo.
A su vez, el mantenimiento periédico permite la devolucion del estado de
este a unas buenas condiciones. EI mantenimiento proactivo de los
equipos es fundamental para la precisidon de los resultados y para
aumentar la duraciébn de vida del equipo. A su vez, maximiza el

rendimiento y la confianza del equipo al presentar resultados exactos.

La calibracidn es un requisito de los equipos de medicién que garantiza la
fiabilidad de los equipos, corrigiendo errores en el rango de medida del
meétodo analitico usando patrones certificados (trazable) por empresas
acreditadas bajo la norma ISO 17025. Adicionalmente, este proceso
permite conocer el nivel de incertidumbre del equipo. La tabla 3.3 se
enfoca en los puntos de calibracion seleccionados en funcién de las
medidas realizadas por el método de estudio y la frecuencia de los

mantenimientos y calibracion de estos equipos.

Tabla 3.3 Cronograma de mantenimiento y calibracién

Mantenimiento (M)

Equipos Puntos a calibrar
Calibracion (C)
M: Si (Verificar con placa
Espectrofotometro No aplica calibrada region VIS).
Frecuencia: Anual
Prueba de
repetibilidad, My C: Si.

Balanza analitica o '
excentricidad e Frecuencia: Anual

histéresis
My C: Si.

pH metro pH4,7y10 )
Frecuencia: Anual
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Vortex Analdgico

Premolino

Molino

de

magnético

Plato agitacion

Centrifuga

Termomixer

Termobalanza

Bario Maria con

agitacion

Refrigerador-

Congelador

Instrumentos de

medicién

Cronémetros

Termohigrometro A

Termohigrometro B

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

Temperatura: 50
°C

Masa: 5 g
Temperatura: 130
°C
Temperatura:
°Cy50°C

Temperatura:

37

(parte baja)
Temperatura: -
20°C (parte alta)

Puntos a calibrar

05 1, 2,5y 9
horas
Temperatura: 4 Cy
-20C
Temperatura: 37
°Cy50°C
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M: Si
Frecuencia:
M: Si
Frecuencia:
M: Si
Frecuencia:
M: Si
Frecuencia:
M: Si
Frecuencia:
My C: Si.

Frecuencia:

Trianual

Bianual

Bianual

Bianual

Anual

Anual

My C: Si.

Frecuencia: Anual

My C: Si.

Frecuencia: Anual

My C: Si.

Frecuencia: Anual

Mantenimiento (M)
Calibracion (C)
My C: Si.

Frecuencia: Anual

My C: Si.

Frecuencia: Anual

My C: Si.

Frecuencia: Anual



Micropipeta monocanal
variable 0.5-10 ul
Micropipeta monocanal
variable 10-100 ul
Micropipeta monocanal
variable 100-1000 ul
Micropipeta monocanal
variable 1000-10000 ul
Micropipeta monocanal
variable 30-300 ul
Materiales

volumétricos

Matraz aforado

1ul,5uly10ul

My C: Si.
Frecuencia: Semestral
My C: Si.

15 ul, 50 ul'y 100 ul

Frecuencia: Semestral

200 ul, 400 ul y MyC:Si.

1000 ul

Frecuencia: Semestral

2000 ul, 4000 uly My C: Si.

10000 ul

Frecuencia: Semestral

30 ul, 150 uly 300 My C: Si.

ul Frecuencia: Semestral
Criterios técnicos Calibracion (C)
Volumen: 100 ml, )
C: Si
200 ml, 1000 ml, )
Frecuencia: Anual
2000 ml

3.2.2.2. Ajuste inicial de equipos e instrumentos

El ajuste de equipos e instrumentos de medicion permite identificar posibles

desviaciones del equipo o instrumento y estos pueden ser corregidos por el

mismo personal. La tabla 3.4 detalla el protocolo de ajuste de cada

equipamiento.

Tabla 3.4

Equipo

Espectrofotémetro

Ajuste de equipamiento

Proceso

1. Verificar el UPS en modo LINE

46

Abrir el programa GEN 5.1 en la
PC de escritorio
Encender el lector de

microplacas



Balanza analitica

pH metro

47

Esperar que el portador de
placas esté fuera de la puerta de
acceso para su uso.
Seleccionar la barra de
herramientas, System,
Diagnostic Test y Run System
Test.

Anotar el resultado: “SYSTEM
TEST PASS or Error Codes”
Nivelar la balanza

Encender la balanza

Retirar todo objeto sobre el plato
de pesado.

Seleccionar en  calibracion
interna

Anotar el resultado

Limpieza de sonda de pH

Inspeccionar el electrodo; no
debe tener roturas, rasgufios,
acumulaciones de cristales de
sal, o0 depositos en la
junta/membrana

Agitar la solucién de limpieza.
Vertir suficiente solucién de
limpieza en el vaso de
precipitados para cubrir la unién
del electrodo.

Sumergir la  seccion  del
electrodo que requiere limpieza.
Colocar el electrodo

Remojar el electrodo durante
unos 30 minutos en la solucién
de limpieza mientras revuelve

moderadamente la solucion.
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Retirar el electrodo de Ia
soluciéon de limpieza y enjuague
bien el electrodo con agua
destilada.

Presionar la parte superior del
electrodo Sure Flow para vaciar
la  solucion de llenado.
Aseglrese de que la unién se
vacie 'y se restablezca
correctamente.

Descubrir el orificio de llenado
guitando la cinta y luego agregue
la solucibn de relleno al
electrodo. Para mantener un
caudal adecuado, el nivel de
solucion de llenado debe estar
siempre por encima de la unién
de referencia y por lo menos una
pulgada por encima del nivel de
la muestra.

Agitar el electrodo hacia abajo
(similar a un termémetro clinico)
para eliminar las burbujas de
aire.

Dejar el electrodo en remojo en
la solucién de almacenamiento

durante 30 a 60 minutos.

Medicion de pH

Observar que los buffers 4, 7y
10 estén libres de impurezas.
Ambientar los buffers en el lugar
de lectura.

Encender el equipo.



Termobalanza
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Aperturar el orificio de llenado
debe siempre que el electrodo
esté en uso.

Enjuagar el electrodo y la sonda
ATC con agua destilada y secar
el electrodo de pH

Seleccionar calibracion y colocar
la solucion en pH 7, 4y 10. Cada
cambio de pH, debe enjuagar el
electrodo y repetir la calibracién
Usar las fechas indicadoras
hasta el valor de pH a la
temperatura de trabajo, en caso
de ajuste.

Seleccionar “Measure ”.

Anotar el dato.

Calentar el equipo por 30
minutos.

Programar la temperatura a 130
°C

Introducir el valor objetivo de la
muestra

Alzar la tapa.

Colocar el platillo y cerrar la tapa
Abrir la tapa y colocar min 5
gramos de muestra esparcida de
manera homogénea sobre el
plato de aluminio.

Masa 5 gramos

Cerrar la tapa y esperar los
resultados.

Anotar el dato.

Colocar el rack con sus
fijadores

Agregar agua destilada al bafio



Bafio Maria con agitacion

Refrigeradora-Congelador

Termomixer

Micropipetas
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Encender el equipo

Colocar la temperatura y las
revoluciones por minuto
deseada.

Seleccionar ON

Colocar un termémetro
calibrado

Anotar el dato.

Colocar el termémetro en cada
puerta asegurando que esté en
el centro del equipo.

Anotar el dato

Colocar el valor de temperatura
y RPM deseada.

Colocar el valor de termémetro
calibrado

Anotar el dato.

Enjuagar previamente la punta 5
veces con el liquido que va a
dispensar.

Sumergir la punta de la pipeta
entre 1-2 mm para
microvolumen y entre 3-6 mm
para macrovolumen y el angulo
de inmersion lo més vertical
posible o menor a 20 grados del
angulo vertical

Dosificar con el extremo de la
punta apoyada contra la pared
del recipiente manteniendo un
ritmo regular

Usar la técnica de pipeteo en
muestras fluidas e inversa en

caso de soluciones viscosas



3.2.3. Metodologia analitica

El procedimiento es un método de ejecucion o de pasos a seguir de forma
sistematica y ordenada para obtener el resultado. A continuacion, se explica la
preparacion de los reactivos, las muestras, los procedimientos y los célculos

seguidos.

e Preparacién de reactivos

1. Buffer de Maleato de Sodio (100 mM, pH 6.0): Se adicionaron 23,2 g de
acido maleico en 1600 ml de agua destilada y se ajust6 el pH a 6,0 con
hidroxido de sodio 4 M (160 g/l). Se afadié 0,6 g de cloruro de calcio
dihidratado (CaCl2.2H20) y 0,4 g de azida de sodio y se disolvid. Se ajusto

el volumen a 2 L.

2. Tampon de acetato de sodio (1,2 M, pH 3,8): Se adicionaron 68,6 mL
de &cido acético glacial (1,05 g/mL) a 800 mL de agua destilada y se ajusto
a pH 3,8 usando hidréxido de sodio 4 M. Se llevé a volumen de 1 L con agua

destilada.

3. Tampon de acetato de sodio (100 mM, pH 4,5): Se adicionaron 5,8 mL
de acido acético glacial a 900 mL de agua destilada y se ajusté a pH 4,5
usando hidroxido de sodio 4 M. Se ajustd el volumen a 1 L con agua

destilada.

4. Solucion de hidroxido de potasio (2 M): Se adicionaron 112,2 g de KOH
a 900 mL de agua desionizada y agitar hasta disolver. Se ajusto el volumen
allL.

5. Etanol acuoso (0o IMS) (aprox. 50% v/v): Se adicionaron 500 mL de
etanol (95% v/v 0 99% v/v) o industrial alcoholes metilicos (IMS; etanol
desnaturalizado; ~ 95 % v/v de etanol mas metanol al 5 % v/v) hasta 500 ml
de H20.
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6. Stock de amiloglucosidasa (3300 U/ml): Se pesaron 1.6734 g de
Amyloglucosidase 98600 U/g y se diluyé en 25 ml de agua destilada. Se agito
suavemente y se agreg6 25 ml de Glicerol. La solucion es viscosa.

7. AMG diluido (300 U/mL): Se diluyé 2 mL de stock AMG en 22 mL con
sodio 100mM tampén de maleato (0,1 M, pH 6,0). Se repartié en alicuotas
de 5 ml y se almacené congeladas en polipropileno. Es estable a ciclos de

congelacion/descongelacion repetida.

8. Reactivo de GOPOD: Este reactivo se almacen6 a temperatura de

congelacion en alicuotas. No se congelo y descongel6 en mas de una vez.

o Tampon reactivo GOPOD: Se diluyé el contenido del frasco 3 en 1 litro

de agua destilada.

o Enzima reactivo GOPOD: Se afadié 20 ml del paso anterior al frasco 4
y transfirid cuantitativamente a la botella que contiene el resto de la
Solucién 3. Se cubridé esta botella con aluminio papel de aluminio para

proteger el reactivo de la luz.

9. Solucion fresca de a-amilasa pancreatica (10 mg, 30 U/mL) que
contiene AMG (3 U/mL): Inmediatamente, antes de su uso, se
suspendio 0.3 gde a-amilasa pancreatica 10 Unit/mg soliden 100 mL de
sodio tampon de maleato (100 mM, pH 6,0) y se agitd durante 5 min. Se
agrego 1.0 mL de AMG diluido (300 U/mL) y se mezcl6 bien. Se centrifugo a
> 1500 g durante 10 min y se decantdé cuidadosamente la solucion

sobrenadante.

. Preparacion de muestras

1. Se moli6 aprox. 50 g de muestra de cereal o vegetal liofilizado o producto

terminado en molino por un tamiz de 0,8 mm.
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2.

Se transfirio todo el material a un frasco de plastico de boca ancha y
mezcle bien agitando e invirtiendo. Las preparaciones industriales de
almidon se suelen suministrar en forma de polvo fino, por lo que no es

necesario moler.

e Proceso de analisis

1.

Hidrolisis y solubilizacion de almidén no resistente.

a. Se peso con precision, una muestra de 100 + 5 mg directamente en
el tubo de centrifuga 50 ml y suavemente golpee el tubo para

asegurarse de que la muestra caiga al fondo.

b. Se agregé 4,0 mL de a-amilasa pancreatica (10 mg/mL) que
contiene AMG (3 U/mL) a cada tubo.

c. Se tapo herméticamente los tubos. A continuacion, se mezclo en
un Vortex y se adjunté horizontalmente en un Bafio de Agua con

agitacion, alineados en la direccion al movimiento.

d. Se incubd los tubos a 37°C con agitacion continua (200 strokes
/min) durante exactamente 16 h (Nota: Para movimiento lineal, un
ajuste de 100 al Bafio Maria equivale a 200 golpes/min; 100

adelante y 100 atras).

e. Se retir6 los tubos del bafio de agua y se eliminé el exceso de agua
superficial con una toalla de papel. Seguido, se retir6 las tapas de
los tubos y se tratd el contenido con 4,0 mL de etanol (99% v/v) o

IMS (99% v/v) con agitacion vigorosa en un mezclador Vortex.
f. Se centrifugo los tubos a 5500 xg durante 10 min.

g. Se decanto con cuidado los sobrenadantes y se volvié a suspender

los granulos en 2 mL de etanol al 50% o IMS al 50% con agitacion
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vigorosa en un mezclador Vortex. Luego, se afiadié otros 6 ml de

IMS al 50 % y se mezclo los tubos.
h. Se centrifugd de nuevo a 5500 xg durante 10 min.
i. Se decanté los sobrenadantes y se repitid paso gy h, una vez mas.

j. Se decantd con cuidado los sobrenadantes y se invirtié los tubos

en papel absorbente para escurrir el exceso de liquido.

2. Medicion de almidén resistente

Seccion |

a. Se afiadié una barra agitadora magnética (5 x 15 mm) y 2 mL de 2
M KOH a cada tubo para volver a suspender los granulos.

b. Se disolvié el almidén resistente agitando durante aprox. 20 min en
un bafio de hielo/agua sobre un agitador magnético. No mezcle en
un mezclador de vortice ya que esto puede hacer que el almidon se
emulsione, pero se asegurd que el contenido del tubo se agite
vigorosamente a medida que se agrega solucién de KOH ya que
evitd la formacion de un bulto de material de almidén que luego sera
dificil de disolver.

c. Se agreg6 8 ml de tampon de acetato de sodio 1,2 M (pH 3,8) a
cada tubo en agitacion con el agitador magnético. Luego, se afiadio
inmediatamente 0,1 mL de AMG y se mezclé bien usando el
agitador magnético.

d. Se coloco el tubo en un bafio de agua a 50°C y se incubd los tubos

durante 30 min con mezcla intermitente en un mezclador Vortex.

Para muestras que contienen > 10% RS

a. Se transfirid cuantitativamente el contenido del tubo a un matraz

volumétrico de 100 mL usando una piceta de agua. Se us6 un iman
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externo para retener la barra agitadora en el tubo mientras se lavo
la solucidn del tubo con agua destilada.
b. Se ajusté a 100 mL con agua destilada y se mezclo bien.

c. Se centrifugd una alicuota de la solucion a 5500 xg durante 10 min.

Para muestras que contienen < 10% RS

a. Se centrifugo directamente los tubos a 1.500 xg durante 10 min (sin
dilucién).
b. El volumen final en el tubo fue de aprox. 10,3 ml £ 0.05 ml.

Seccion I

a. Se transfirio alicuotas de 0,1 ml (por triplicado) de la solucién diluida
en el paso 7 o los sobrenadantes sin diluir del paso 8 en tubos de
centrifuga 50 ml y se agreg6 3,0 mL de reactivo GOPOD.

b. Se preparo soluciones en blanco de reactivo mezclando 0,1 mL de
100 mM tampodn de acetato de sodio (pH 4,5) y 3,0 mL de reactivo
GOPOD.

c. Se prepar6 estandares de D-glucosa (por cuadruplicado)
mezclando 0,1 mL de D-glucosa (1 mg/mL) y 3,0 mL de reactivo
GOPOD.

d. Se incubé a 50°C durante 20 min, se enfrié y se configur6é el
espectrofotobmetro a cero con el reactivo blanco.

e. Se midi6 la absorbancia de cada solucion a 510 nm frente al blanco
de reactivo.

f. Se obtuvo promedio de los duplicados.

g. La respuesta de color con glucosa fue lineal en el rango de

absorbancia 0-1.5 unidades de absorbancia

Céalculos
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a. Muestras que contienen > 10% RS (% “as is”, en peso seco)

Almidon resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 100/0.1 x
1/1000 x 100/W x 162/180 = AA x F/W x 90

b. Muestras que contienen < 10% RS (% “as is”, en peso seco)

Almidon resistente (g/100 g muestra) = AAx F x 10.3/0.1 x
1/1000 x 100/W x 162/180 = AA x F/W x 9.27

Donde:

AA = absorbancia (reaccion) leida frente al blanco de reactivo.

F =100 (ug de D-glucosa) dividido por la absorbancia GOPOD para
este 100 pg de D-glucosa. Es la conversidon de absorbancia a
microgramos (la absorbancia obtenida para 100 pg de D-glucosa en
la reaccion de GOPQOD).

100/0,1 = Correccion de volumen (0,1 mL tomados de 100 mL).

1/1000 = Conversion de microgramos a miligramos.

W (peso seco de la muestra analizada) = Peso x [(100-contenido de
humedad) /100].

100/W = Factor para presentar RS como porcentaje del peso de la

muestra. 7

162/180 = factor para convertir de D-glucosa libre, segun lo

determinado, a anhidro-D-glucosa como ocurre en el almidén.
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10,3/0,1 = correccion de volumen (0,1 mL tomados de 10,3 mL) para
muestras que contienen 0-10% RS donde la solucién no se diluye y el

volumen final es ~ 10,3 ml.

3.3. Diseio experimental

La demostracion del método analitico se fundamenté en los objetivos planteados y en
los criterios de desempeiio que debo cumplir cuando declaro el método validado. La

tabla 3.5 describe el disefio experimental aplicado en la validacion del método.

Es necesario indicar que el blanco muestra y blanco reactivo son herramientas de
trabajo a realizar previo al desarrollo de la validacion. El blanco muestra se obtuvo de
la etapa de solubilizacién del almiddn. El blanco reactivo equivale a la absorbancia de
la solucién inferior a 0,050 frente al agua destilada en 10 réplicas de reactivo Tampén

de acetato de sodio (pH 4,5) y GOPOD para cuantificar contenido de glucosa.

Tabla 3.5 Disefio experimental del método

Parametro de o Objetivos de Aplicacion
Procedimiento

desempefio validacién practica
- Analizar muestras No es selectivo
que contienen cuando: DIA 1.
diferentes
interferencias - Resultado negativo Analizar 10
sospechosas en en muestras réplicas de
presencia del analito identificadas qgque almidon no

de interés. tengan el analito de resistente de la
- Analizar los efectos interés etapa:
de las interferencias: si -Falso  positivo en Solubilizacion

Selectividad 12 presencia de muestras con el analito de almidéon a
interferencias de interés, pero no lo partir de un
disminuye (efecto detecta. almidon de
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Limite de
deteccion

sustractivo) 0
aumentan (efecto
aditivo) la cantidad

esperada del analito

En base a la desviacion

estandar:

-Leer varias veces
muestras que  no
contienen al analito,
esto es muestras
“blanco”. El limite de

deteccion debe ser lo
suficientemente  bajo
para que el analisis

cumpla su objetivo

Es “100% selectivo”
cuando se tiene
ausencia de efecto

interferentes.

Si t (el valor calculado
de t sin tomar en
cuenta el signo) es
mayor que un cierto
valor de t critico, para
el nivel de confianza
95% vy

libertad v=

grados de
n-1,
entonces se existe
diferencia significativa
entre ambos valores
(Miller Miller,

2002).

and

Limite de deteccion: 1
%

El nivel de confianza
para tres desviaciones
estandar es de 99.87 %
entonces la zona
correspondiente de a

(nivel de significancia)

es 0.13% (IUPAC,
2002) para blancos que
presentan valores
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frejol
4.9%.

rojo de

DIA 2.

Analizar 10
réplicas de
almidén de
frejol de 4.9 %
que recupere
al menos un 50

% del analito.



Limite de
cuantificacion

usando el método

IUPAC.

A través de la

desviacion estandar de

las mediciones de
blancos:
-Analizar un nuUmero

apropiado de muestra
de blancos y calcular
la desviacion estandar

de las respuestas.

diferentes de cero.

El limite de deteccion
teodrico debe recuperar
al menos el 50% de la
muestra control.

Limite de
cuantificacion: 2 %
(protocolo de ensayo
MEGAZYME)

Factor numérico (k) de
acuerdo al coeficiente
de variacién permitido
0 establecido por
K=10

CV
maximo permitido es
de 10%

desviacion estandar de

laboratorio. Si

entonces el

para

las mediciones de
blancos.
El l[imite de

cuantificacion debe ser
al menos el 70% de
recuperacion de mi
muestra control para
que el analisis cumpla
Su objetivo mediante el

método IUPAC.
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DIA2 ADIA6

Analizar 16
réplicas en
cinco dias de
almidon de
frejol de 4.9%
que recupere
al menos un
70%

muestra.

de la



Linealidad

Intervalo de
trabajo

-Obtener las medias de
la concentracion.

-Construir una gréfica
con la media aritmética
de las réplicas sobre el
eje Y (ordenadas), en
funcién de la
concentracion sobre el

eje X.

-Realizar una serie de
mediciones a
diferentes rangos de

control por duplicado

Analizar la recta en 5
puntos a
concentraciones
distintas distribuidas en
intervalos
proporcionales con una
correlaciéon R2>
0.991 el debe

complementarse la

lineal

cual

confirmacion de la
linealidad mediante
evaluacion visual de la
recta obtenida (AOAC,

2002)

El rango de trabajo
debe

obtencidén de

permitir la
los
resultados a partir del
LC y minimo un 70%
del

recuperacion en todo el

valor de
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DIASADIATY.

Realizar curva
de calibracion

previo a cada

estudio de
exactitud y
precision.

Analizar los

puntos de O,

0.15, 0.25,
0.50, 0.75 y 1
mg/mi por

triplicado  de
glucosa

estandar para
establecer la

pendiente de la

curva de
calibracion.
DIA 3 A DIA7

Analizar 16
réplicas de
muestra de

harina de frejol



Exactitud

Repetibilidad

La

referencia

muestra de

seleccionada debe ser

analizada “n” veces
con el método a ser

validado en diferentes

dias.

-Usar MR para
experimentos de
precision.

-Determinar la
precision  intermedia

utiizando ANOVA de

una sola via
referenciada en ASTM

E 691-14 y en 1SO

rango.

Evaluacion de la
recuperacion por
criterios
establecidos: (AOAC,
2002)

Concentracién 100%
entonces
Recuperacion 98-

101%

Comparacion con los

resultados de medicion

de %AR del método
normalizado AOAC
2002.02.

Nivel bajo:

% RSDr: méax 2.42 %
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durante 5 dias

Analizar 30
réplicas en
muestra de

harina de papa

durante 4 dias

DIA3BADIAT.
Analizar 5
veces el
material de
control  4.9%,
44.8% y
63.4% a nivel
bajo, medio y
alto,
respectivament
e.

DIA3ADIA7

Nivel bajo: 16
réplicas  con
harina de frejol
durante cinco

dias



Reproducibili
dad

5725-3:1994.

-Usar MR para
experimentos de
precision.

-Determinar la

precision intermedia a
partir de desviacion
estandar y por analisis
de varianzas segun
ISO 5725-2:1994
utiizando ANOVA de
una sola via
referenciada en ASTM
E 691-14 y en ISO

5725-3:1994.

Nivel medio
% RSDr: max 3.18 %

Nivel alto
% RSDr: max 4.20 %
Recuperacion de al

menos un 70%

Comparacion con los
resultados de medicion
de %AR del

normalizado.

método

Nivel bajo:
% RSDR: max 4.58%

Nivel medio
% RSDR: méax 8.47%

Nivel alto
% RSDR: max 5.94%
Recuperacion de al

menos un 70%
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Nivel medio: 27
de
de

banano estado

réplicas

almidoén

1 durante 4

dias
Nivel alto: 30
réplicas de

harina de papa
durante 4 dias
DIA3ADIA7

Nivel bajo: 16
réplicas  con
harina de frejol
durante cinco

dias

Nivel medio: 27
de
de

banano estado

réplicas

almidoén

1 durante 4

dias
Nivel alto: 30
réplicas de

harina de papa

durante 4 dias



Robustez

-Seleccionar factores
que tienen el efecto
significativo en el
método e inducir a
modificaciones
deliberadas.
-Experimentos de
robustez con
variaciones sencillas:
Efecto individual de
cada factor en términos

de dispersion.

SiFcal<F (av1,v2)la
hipétesis nula no
puede ser rechazada y
el proceso puede ser

considerado robusto.
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DIA 8 O DIA
11.

Analizar 5
réplicas de
muestra  con
concentracione
S conocidas y
modificando 7
variables, uno

a uno:

1. Pesar 80 mg
de muestra
2. Agregar 3 ml

de solucion
de enzima
fresca a -
amilasa
pancreatica.
3. Agregar 1.5
ml de KOH 2
M por 20 min.
4. Diluir 80 ml
de buffer pH
6.0 en 0.3
gramos de
alfa amilasa.
5. Incubar por
30 minutos
con laenzima
AMG a 50 °C



3.4. Incertidumbre de medida

en un equipo
de bafio seco

con agitacion

. Incubar a 37

C por 16.5

horas.

. Incubar a 48

C por 30
minutos la

enzima AMG

El instrumento de medicién, el analista, el ambiente, los materiales, los reactivos y el

método son los factores a tomar en cuenta en una medicion porque influye en el

proceso de analisis y de manera directa con el resultado de medicion. La

identificacién de factores se reconoce con el diagrama de causa — efecto o diagrama

de Ishikawa. En la tabla 3.6, se especifican las férmulas de medicién de incertidumbre

por cada factor y en la tabla 3.7, se detallan las formulas para obtener la

incertidumbre expandida.

Tabla 3.6 Incertidumbre de medida

Factores Tipo Distribucion

Normal
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cobertura]

. Para nivel

Férmula

. Agrupados alrededor de la
[Incertidumbre

expandida: Uy K: Factor de

U’k

de confianza

[Rango/2] / 1.96



Maquinarias
B
Rectangular
Mano de obra A N/A
Normal
Rectangular
B
Medio ambiente
A
N/A
N/A

Método
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1. Tolerancia (T)
T/ 3

2. Resolucion (R)
R/ 3
1. ANOVA de una via -
Andlisis de varianza
1. Agrupados alrededor de la
media, [Incertidumbre
expandida: Uy K: Factor de
cobertura]
U/k
2. Para nivel de confianza
95%
[Rango/2] / 1.96

1. Tolerancia (T)
T/ 3

2. Resolucion (R)

R/ V3

1. ANOVA de una via- Andalisis

de varianza

1. Agrupados alrededor de la
media, [Incertidumbre
expandida: Uy K: Factor de
cobertura]

U/k



B 2. Para nivel de confianza
95%
Rango/2 / 1.96
3. Curva de calibracion
Residuos/pendiente

Rango / V6

Triangular

4. Agrupados alrededor de la
media, [Incertidumbre
expandida: U y K: Factor de

Normal cobertura]
U/k
5. Para nivel de -confianza
Materiales 95%
[Rango/2] / 1.96

1. Tolerancia (T)
Rectangular T/3
2. Resolucion (R)

R/ 3

Tabla 3.7 Incertidumbre combinaday expandida

Incertidumbre Requisitos Formula

1. Suma de Ilas raices
Incertidumbre cuadradas de las

combinada varianzas de tipo Ay B uc® = Jua* +ub
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2. Intervalo de confianza de

i up = kuc
Incertidumbre 95.5%. k= 2 P

expandida

3.5. Herramienta estadistica para el analisis

El uso de herramientas estadisticas es esencial para demostrar de manera objetiva la
calidad de los resultados analiticos demostrando que es idoneo para el método
previsto. La tabla 3.8 resume los métodos descriptivos e inferencia estadistica usados

para el posterior analisis de datos.

Tabla 3.8  Técnicas estadisticas para validacion del método

Parametro de desempefio Herramienta Estadistica

Prueba t para evaluacion del sesgo

Veracidad a través del sesgo
Ve=y-u
y: promedio muestral

u: valor de referencia
Evaluacion empleando el estadistico t
La incertidumbre del MR no se considera
significativa o no proviene de una fuente

confiable.

Selectividad t=(y-u)Vn/SD

y: promedio muestral

SD: Desviaciéon estandar muestral
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n: nimero muestral

W: valor de referencia
YLob = Ybianco +3SD bianco

o . Yblanco: Valor promedio de las sefiales del
Limite de deteccidn
blanco,
SDuianco: La desviacion estandar de las lecturas.

Yroc = Yoianco +10SD bianco

Yblanco: Valor promedio de las sefales del
Limite de cuantificacion blanco,

SDuianco: La desviacion estandar de las lecturas.

Media aritmética de cada concentracion.

xi=n—x
1 Xl
xi=1
W= Zxi=1""
n

Pendiente

y=mx+b

Linealidad y: sefial medida

m: pendiente
b: sefial del instrumento para el blanco.
R2: Coeficiente de correlacion

Media aritmética

Intervalo de trabajo XI=mxi

Valor min — Valor max.
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Exactitud (Veracidad)

x
% Recuperacion: p x100%

ref

ANOVA de una sola via

Desviacion estandar

STD: Vo2

Repetibilidad / Media aritmética

Reproducibilidad

xi=n
xi=1

n

xi

Desviacion estandar relativa %

SD
RSD % = = 100%

Prueba F

Hipotesis nula HO: S total = S A

Hipotesis alterna Hi: Stotal # S A

Robustez = _Stotal> _ SA2+SB2

F
SA? SA?

sA: Error experimental (Desviacion debida al
analito)
sB: Desviacion por los factores de influencia e

interferencias conocida

69



F: F calculada

3.6 Informe de validacion

El informe de resultados es un documento que contiene la informacion suficiente
gue concluye si la validacién es apta para los fines establecidos. El contenido del

informe tiene:
e Objetivo
e Alcance
e Informacion técnica
o Reactivos
o Equipos
o Materiales de referencia
o Personal
¢ Normativa
e Necesidad analitica
e Parametros validados, fijacién de objetivos, Actividad
e Resultados analiticos
e Resultados estadisticos
e Interpretacion de resultados
e Cuadro resumen [parametro, criterio, resultado, conclusion]
e Identificacion de factores
o Diagrama de Ishikawa
e Calculo de incertidumbre
o Tabla de estimacion
o Histograma de factores
o Declaracién de aptitud del método
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3.7 Aseguramiento de calidad de los resultados

La inspeccion de los resultados del ensayo permite conocer la uniformidad de los
factores que influyen en la fiabilidad y exactitud del resultado. Ademas, proporciona
informacion de la calidad del proceso analitico llevado a cabo en el laboratorio a
través del tiempo. La tabla 3.9 indica el mecanismo establecido para verificar de
manera sistematica y continuada que los resultados analiticos se mantienen dentro

de los limites de calidad.

Tabla 3.9 Validez de los resultados

Controles o
) o ) o Criterio de
internos de  Caracteristica  Frecuencia Estadistica .
_ aceptacion
calidad
Comprobacion Cumple los
Pruebas ) o
_ de parametros Antes de requisitos
funcionales o N/A o
_ técnicos del cada ensayo técnicos del
del equipo _ )
equipo. equipo
<LD
*Se define luego
La muestra no o .
_ _ Inicio de cada _ de la obtencion
contiene analito Media*
Blanco . lote de de los resultados
0 muy bajo STD* L
muestra _ ensayo de validacion
analito
_ Proporciona un  Inicio de cada *Se define luego
Material de -
. resultado y valor lote de de la obtencion
referencia
N de ensayo %R*, CV*  de los resultados
certificado _ ) o
incertidumbre. de validacion
*Se define luego
o de la obtencién
Andlisis de Muestras de o
) ) Cada ensayo  Precision*  de los resultados
duplicado. rutina.

de validacion.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

El proceso realizado en las instalaciones del laboratorio se realizé6 de manera metddica,
secuencial y critica a lo largo del protocolo de validacion del método analitico Almidon
Resistente mediante digestion enzimatica. A continuacién, se menciona de manera
detallada el proceso llevado a cabo para determinar % de Almidén Resistente en

matrices vegetales.

4.1. Puesta inicial del método

El método de ensayo como el analisis de cada etapa fue la base para alistar las
condiciones iniciales antes de desarrollar los ensayos. Las soluciones de trabajo fueron
preparados conforme a lo establecido en el protocolo del ensayo y almacenados a la
temperatura establecida. Los equipos/instrumentos de medicidbn, materiales,
reactivos/enzimas, material de control/muestras, ambiente fueron los elementos

revisados antes de la realizar la metodologia analitica.

o Equipos/instrumentos de medicion: Se realiz6é el mantenimiento y calibracion de
este equipamiento descrito en la tabla 3.2.2. luego de confirmar que cumplen el
rango de trabajo requerido para el ensayo. Adicionalmente, durante los ensayos
se verificO temperaturas y tiempo con termohigrometros y cronometro;
respectivamente, de los equipos que apliquen. Con respecto al
espectrofotometro y balanza analitica, se revisé mediante herramientas propias
del equipo que aprobo su funcionamiento. La micropipeta se acondiciono al
realizar un enjuague con el mismo material de disposicion por cinco veces

o Materiales: Se verifico la disponibilidad de este equipamiento para la ejecucion
del procedimiento de acuerdo al ensayo analitico. Todo el material de vidrio fue
alistado enjuagando el material con agua destilada, con el fin de que este quede
libre de cualquier residuo que pueda llegar a afectar la precision de los resultados
de los andlisis.

o Reactivos/Enzimas: Se reviso la pureza del material enlistado en la tabla 3.2.1.
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y que el material de empaque este bien sellado y almacenado en el lugar
adecuado, Adicionalmente, si hay la cantidad requerida para la ejecucion del
ensayo.

o Material de control/muestras Se observo que el material de control, descrito en
la tabla 3.2.1, tenga las condiciones de empaque en buen estado y bien sellados.
Adicionalmente, que no muestre apelmazamiento las muestras de harina de
frejol variedad Centenario (F), almidon de banano estado 1 variedad Cavendish
(Ba) y harina de papa variedad Pushucango (P).

o Ambiente: El espacio fisico y las areas de trabajo estén a temperatura 22-24 Cy
humedad 50-55 % las cuales garantiza el rendimiento adecuado al

equipo/instrumento de medicién.

4.2. Verificacion inicial

Se ejecuto el ensayo conforme a lo establecido en el procedimiento AOAC 2002.022
con una muestra de almidén de maiz de alto contenido de amilosa de 44.8%. La tabla

4.1 muestra la media, desviacién estandar y error porcentual.

Tabla4.1 Resultados de muestra de almidon

Muestra Media Desviaciéon &%
estandar
Maiz de alto 45.70 0.03 2.01

contenido de amilosa

El protocolo se realizd6 por duplicado y la media del ensayo mostré una medida de
tendencia central cercano al valor tedrico de 45.70% RS y una baja dispersion de los
datos de 0.03% RS que representa un error ~2% del valor esperado.

4.3. Parametros de desempefio

La evaluacion de cada parametro que caracteriza el método de prueba fue llevada a

cabo en el laboratorio. Los datos aberrantes no fueron tomados en cuenta para los
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analisis estadisticos.

4.3.1 Selectividad

Este analisis se realiz6 con una muestra que contiene muy bajo analito, obtenido
de 16 horas de solubilizacibn de almidon de frejol rojo de concentracion
conocida. El andlisis se realiz6 por duplicado y se repiti6 el experimento 10
veces. La tabla 4.2 muestra la media, recuperacion del material y sesgo para el
método de medicion a partir de un material con una concentracion de 4.9% de

almidén resistente.

Tabla 4.2 Almidon de frejol rojo, 4.9 %

Muestra Media % R |Sesgo |
Almidon 5.03 102 0.4
4.9%
Bajo analito 0.32 6 4.48

Los resultados indican que las medias de las muestras A y B fueron 50.3% y
0.32% de almiddén resistente, respectivamente y la proporcion de analito
recuperado de la muestra A fue 102% y la muestra B fue 6 %. Finalmente, la
diferencia entre el valor teérico y el valor real es minima en A mientras que en
B es 4.48. Para determinar si hay una diferencia significativa entre las medias
de dos grupos en la evaluacion del sesgo se usé la distribucion de probabilidad

t de Student (pruebat). La prueba de hipotesis es:
e Hipotesis nula, Ho=4.9
e Hipdtesis alterna, H1 #4.9

La tabla 4.3 muestra el estadistico t suponiendo varianzas desiguales a un nivel

de confianza de 95% usando el analisis de datos en Excel 2010.
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Tabla 4.3 Estadistico t-student a nivel de significancia a= 0.05

Parametros Variable 1 Variable 2
Media 5,02657799 0,31709982
Varianza 0,04985952 0,00233415
Observaciones 8 10
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 8
Estadistico t 58,5679195
P(T<=t) una cola 4,0111E-12
Valor critico de t (una cola) 1,85954804
P(T<=t) dos colas 8,0223E-12
Valor critico de t (dos 2,30600414
colas)

El valor experimental, estadistico t, es mayor que el valor critico de t y el valor
p, entonces tengo evidencia para rechazar la hipétesis nula, es decir que si hay

diferencia significativa entre las medias de las muestras.
4.3.2 Blancos

El estudio de los blancos es una herramienta de trabajo con propiedades
especificas requerido para la validacion, el cual permitio definir el alcance del

método y establecer las condiciones de medicion.

e Blanco reactivo

Se realiz6 10 réplicas y la cuantificacion se realizd por duplicado para
la determinacion del blanco reactivo descrito en el protocolo. La tabla
4.4 muestra la media y la dispersion de los datos con respecto a la

media de la absorbancia.
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Tabla 4.4 Blanco reactivo del ensayo

Muestra Promedio Desviacién

(abs) estandar

Buffer 100 mM pH
4.5 + GOPOD 0.04 0.001

Blanco muestra

La muestra que contiene muy bajo analito se analizé por 10 veces y
la cuantificacion se realizd por duplicado. La tabla 4.5 muestra la
media de la absorbancia y la media como la desviacion estandar del

almidoén resistente.

Tabla4.5 Blanco muestra del ensayo

Muestra Promedio Promedio Desviacion

(abs) %AR Estandar
%AR
Almidon
solubilizado 0.027 0.317 0.048

por 16 horas

La sefal del equipo de medicion es menor en blanco muestra que
en blanco reactivo debido a que se restd la absorbancia de la
muestra con el reactivo blanco para calcular la concentracion de

almidon resistente.
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4.3.3 Limite de deteccion (LD)

En base a la desviacion estandar y muestras en blanco diferentes de cero, el LD
es expresado como el promedio mas tres veces la desviacidén estandar de las

lecturas en blanco. Es decir, que el LD tedrico es 0.46% AR.

La figura 4.1 muestra el grafico de probabilidad normal caer aproximadamente
a lo largo de la linea recta. Es decir, que los datos del blanco son muestras
aleatorias de una distribucién normal, aunque la desviacion del valor con
respecto a la linea referencia en 1 extremo indica que el dato pueda prevenir de

una distribucion con cola relativamente mas larga que una distribuciéon normal.

Figura 4.1 Probabilidad Normal
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La figura 4.2 muestra la distribucion normal a un nivel de confianza de 99.87%
donde la probabilidad asociada a Z de una distribucién normal estandar N(0,1)
fue 3.195. Es decir que, la probabilidad de encontrar un valor z menor o igual a
3.195 es 0.9987. Por lo tanto, a un nivel de confianza de 99.87% mi valor tedrico
de LD se encuentra entre 0.16 y 0.47 %AR.
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Figura 4.2 Distribucién Normal
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In situ, la glucosa liberada por la hidrolisis del almiddn resistente a partir de
frijoles rojos de concentracién inicial 4.9% fue diluida a diferentes
concentraciones con agua tipo Il, del 10 % al 90% para observar cual tuvo una
recuperacion de al menos un 50 % de recuperacibn de mi analito. La
cuantificacion se realizé por triplicado. La tabla 4.6 muestra el % de almidon

resistente y el % de recuperacion de las diferentes concentraciones.

Tabla 4.6 Concentraciones de almidén resistente de 4.9%

Diluciones %AR % R
M10% 0,051 1,04%
M20% 0,166 3,38%
M30% 0,407 8,31%
M40% 0,739 15,08%
M50% 1,165 23,77%
M60% 1,806 36,86%
M70% 2,424 49,47%
M75% 3,030 61,83%
M80% 3,051 62,26%
M90% 4,003 81,69%

M100% 4,989 101,82%
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Segun lo observado en la tabla 4.3, a mayor concentracion de glucosa mayor
concentracion de almidon resistente, por tanto, hay mayor recuperacion del
analito. El porcentaje de recuperacion de almidén resistente a un LD tedrico fue
=~9.4 %, que es menor al minimo de recuperacién aceptado. Tomando en
cuenta que se debe recuperar un minimo de 50%, se procedi6é a realizar el
analisis independiente de muestra que contiene 3.03 % AR. El analisis se
cuantifico por duplicado y se repitié el experimento 10 veces. La tabla 4.7

muestra la media, desviacion estandar y % de recuperacion de la muestra

Tabla 4.7 Limite de deteccidn

Muestra Media Desviacion %R
estandar
M75% 2.98 0.21 60.87

4.3.4 Limite de cuantificacion (LC)

En base a la media y la desviacion estandar de las mediciones en blanco muestra
descrito en el punto 4.3.2, el LC es expresado como el promedio mas 10 veces
la desviacion estandar de las lecturas. Es decir, que el LC tedrico es 0.80 % AR.
Segun lo observado en la tabla 4.3, el porcentaje de recuperacion del almidon
resistente a un LC tedrico fue =16 %. El valor recuperado es no aceptable porque
el limite de cuantificacion debe ser al menos el 70% de recuperacion. Por lo tanto,
se procedi6 a realizar el andlisis independiente de muestra que contiene 4.00 %
AR. La tabla 4.8 muestra la media, la desviacioén estdndar y el % de recuperacion
de la muestra con concentracion 90% AR de 16 réplicas que se cuantifico por

duplicado.

Tabla 4.8 Limite de cuantificacion

Muestra Media Desviacién %R
estandar
M90% 4.02 0.08 83.44
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4.3.5 Linealidad

Se uso el reactivo comercial D-Glucose estandar para la medicion de glucosa.
Se preparé las muestras a diferente concentracion de glucosa estandar: 0, 0.15,
0.25, 0.50,0.75 y 1 mg/ml. Cada punto se cuantificd por duplicado y triplicado
en los ensayos. La figura 4.3 muestra la recta de calibrado obteniendo la

ecuacion de la recta siendo la pendiente 0.7767 y el intercepto 0.0194.

Figura 4.3 Curvade calibrado Glucosa Standard
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El coeficiente de determinacion tuvo un ajuste de 0.9983 el cual es cercano a
1, es decir que esta cerca del modelo lineal ajustado por lo tanto las

predicciones de concentracién de una muestra son totalmente fiables.

4.3.6 Rango de trabajo

Las muestras fueron harina de frejoles y de papa para los niveles bajo y alto,

respectivamente. Se realizo 16 réplicas a nivel bajo y se cuantifico por duplicado
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siguiendo la metodologia descrita en 3.2.3. En el andlisis de nivel alto se observo
una formacion de gel al agregar KOH 2M que dificulto la disolucion de almidon
resistente con el agitador magnético. Por lo tanto, se realiz6 pruebas de
disolucién del almidon resistente adicionando: 1 ml de agua destilada, 2 ml de
agua de destilada y 0.2 ml de etanol al 80%. Finalmente, se recuperd = 80% del
analito si disolvia con 2 ml de agua destilada o 0.2 ml de etanol al 80%. Entonces,
se realiz6 30 réplicas en nivel alto y la cuantificacion se realiz6 por duplicado. En

la tabla 4.9 se menciona el intervalo de trabajo del método.

Tabla 4.9 Rango de trabajo

Muestra Min Max
% Almidon

) 4.02 50.98
resistente

4.3.7 Exactitud

Se realiz6 el estudio por 5 dias, cada dia se analiz6 muestras con
concentraciones en los niveles bajo, medio y alto. Se realizé 6 réplicas en todos
los niveles. Todas las cuantificaciones se realizaron por duplicado. En la tabla
4.10 muestro él % de almidon resistente de la muestra control, % de almidén
resistente obtenido en el laboratorio, % de recuperacion del analito y el error

porcentual, respectivamente.

Tabla 4.10 Exactitud del método

Nivel Control

%AR %AR % R &%
Bajo 4.90 4.94 100.79 0.79
Medio 44.80 44.31 98.90 1
Alto 63.40 53.03 83.64 16
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De los datos observados se demostré que a nivel bajo se tuvo la mayor la
recuperacion y una mejor precision de medicién del analito que en nivel medio
y alto. El nivel medio tiene una mejor recuperacion y una menor inexactitud de
la medida que el nivel alto. El nivel alto tiene una recuperacion = 84% que
corresponde a una disminucién porcentual de =10 puntos con respecto al
control, equivalente a un 16% menos del analito esperado. A nivel alto, la
disolucién del almidén resistente, bajo las mismas condiciones del
procedimiento a nivel bajo y medio, no permitio una liberacion neta de la glucosa
causando que la enzima AMG 3300U/ml no pueda catalizar la hidrolisis de
terminales a-1-4- residuos de D-glucosa unidos sucesivamente desde los
extremos no reductores de malto-oligosacaridos y polisacéaridos con liberacion
de B-D-glucosa. La mayoria de las formas de la enzima pueden hidrolizar
rapidamente los enlaces a -(1-6)-D-glucosidicos cuando el siguiente enlace en
la secuencia es a 1,4 y algunas preparaciones de esta enzima hidrolizan

enlaces glucosidicos 1,6- y a -1-3-D en otros polisacéridos

4.3.8 Reproducibilidad y repetibilidad

Se realizo el ensayo usando muestra de harina de frejoles, almidon de banano
estado 1 y almidén de papa que representan los niveles bajo, medio y alto,
respectivamente. A nivel bajo se realizd 16 réplicas en 5 dias, a nivel medio se
realizd 27 réplicas en 4 dias y a nivel alto se realiz6 30 réplicas en 4 dias. La
cuantificacion en todos los niveles se realiz6 por duplicado. Los datos aberrantes

no se consideran en el andlisis de resultados.

En la tabla 4.11 se muestra el andlisis de varianza a un intervalo de confianza
de 95% usando la ANOVA de un solo factor en que la hipétesis nula se extrae
de una poblacién con media iguales frente a la hip6tesis alternativa de que por
lo menos una de las poblaciones difiere de las demas. El andlisis ANOVA asume
una distribucion normal de los datos, y homocedasticidad (homogeneidad de
varianzas) La variacion en las mediciones se divide en la variacion entre los

diferentes niveles de la variacion o factor (los diferentes tratamientos) y la
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variacion entre individuos dentro de cada nivel. Suponiendo que las medias de
los grupos son iguales, la variacién entre grupos es comparable a la variacion

entre individuos.

Tabla 4.11 Reproducibilidad y repetibilidad en los tres niveles

Anélisis de varianza Nivel de % AR

Bajo Medio Alto

Entre grupos 0,025 2.279 3.123
Suma de Dentro de los 0,050 88.029 188.96
cuadrados ’
grupos
Total 0,075  90.309  192.09
0
Entre grupos 0,006 0.760 1.041
Promedio
de los Dentro de los 0,006 4.891 11.810
cuadrados grupos
F calculado 1138  0.155 0.088
Probabilidad 0398 0925 0,966
F critico 3.633 | 3.160 3,239

Se proporciono una condicion variable distinta (dias) conocido como tratamiento
y en cada dia se realizaron réplicas. Bajo la hipétesis mencionada se pudo
estimar la variacion dentro de las muestras (dentro de grupo) y la variacion entre

muestras (entre grupos) en cada nivel o tratamiento.
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Segun lo observado en la tabla 4.11 existe una variabilidad de los datos
indicados en suma de los cuadrados mientras aumenta el % Almidon Resistente
por nivel. La mayor variabilidad de los datos en cada nivel fue atribuido al error
(dentro de grupos) por la discrepancia entre los datos con respecto a un modelo
de estimacién mientras que la menor variabilidad fue atribuida al tratamiento
(dias). La suma total de los cuadrados represent6 la suma de los cuadrados de

los factores como de la aleatoriedad o error.

Los promedios de los cuadrados entre grupos representaron la variacién entre
las medias de las muestras (dias), pero los promedios de los cuadrados dentro
de grupo representaron la variacion dentro de las muestras; al convertir las
sumas cuadraticas entre los grados de libertad de cada grupo. La mayor
variacion o mayor dispersion con respecto a la medida general de las
observaciones se encontré mayor a nivel medio y alto siendo ambos mayores
dentro de los grupos que entre grupos (dias); excepto a nivel bajo que la

dispersién entre la medida general y entre dias son las mismas

En el analisis de varianza ANOVA de un factor se uso la prueba F (F calculado)
para evaluar estadisticamente la igualdad de las medias de los grupos con
respecto a F critico (tabla). La prueba F es la proporcién de los promedios de
los cuadrados entre grupos y dentro de grupos. Todos los datos de la prueba F
en los tres niveles son menores que F critico es decir que realmente los datos
provienen de un mismo grupo de mediciones, esto es, que la media es similar.
También el valor p en todos los niveles es mayor que un nivel de significancia
0.05, es decir que las diferencias entre las medias no son estadisticamente
significativas porque no hay suficiente evidencia para rechazar la hipé6tesis de
gue las medias de poblacién son todas iguales debido a que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de AR entre un nivel de

dia y otro dia, con un nivel del 95,0% de confianza.

La figura 4.4 mostro la dispersion de las variaciones debido al error causado
por dispositivos de medicion usando el mismo sistema de medicién bajo las
mismas condiciones (repetibilidad) y la variacion causada por el sistema de

medicion cuando se mide las mismas prueba repetidas veces usando el mismo
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sistema bajo las mismas condiciones en diferentes dias (reproducibilidad).

Figura4.4 Varianza en tres niveles
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La varianza de repetibilidad corresponde a los promedios de los cuadrados
dentro de los grupos, pero la varianza de reproducibilidad corresponde la suma
de cuadrados total entre los grados de libertad totales. Las condiciones de
repetibilidad se realizaron bajo el mismo procedimiento de medicién, analista,
instrumento de medicion, mismo laboratorio mientras que las condiciones de
reproducibilidad se realizaron modificando el tiempo del ensayo, pero
manteniendo las demas condiciones. En el nivel bajo son iguales las varianzas
y en los niveles medio como alto se tuvo ligeramente mayor variabilidad en
repetibilidad con respecto a la reproducibilidad, es decir que la variable de los

datos en el grupo es apenas mayor que entre grupo.

El método normalizado AOAC Official Method 2002.02 Resistant Starch in
Starch and Plant Materials contiene resultados de estudio entre laboratorios. La
tabla 4.12 revel6 que a mayor nivel entonces mayor dispersion de datos enry
R, es decir que la precision de la media de los resultados es mejor en el nivel

bajo debido a que los datos estan menos dispersos con respecto a su media.
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En el nivel medio, la variaciébn de datos con respecto a la media entre
laboratorios y con laboratorios es menor que el nivel alto. La dispersion de los
datos del laboratorio con respecto al estudio indicado en el método AOAC es

mayor en repetibilidad a nivel medio como alto y reproducibilidad a nivel alto.

Tabla 4.12 Evaluacién de desempefio del método en el laboratorio

por nivel

Nivel de % AR

Bajo Medio Alto
%RSD r 1.85 (2.42) 5,03 (3.18) 6.55 (4.20)
%RSD R 1.89 (4.58) 4.71 (8.47) 6.06 (5.94)

() RSD % de estudio entre laboratorios publicados en la norma AOAC 2002.02

Las variaciones de repetibilidad son mayores cuando los instrumentos de
medicibn no estan funcionando adecuadamente, la ubicacién del ensayo
necesita ser mejorado 0 existe una variabilidad excesiva en ambas. Sin
embargo, la reproducibilidad es mayormente causada por el operario como
también el no mantener las mismas condiciones de ambiente, ruidos, entre

otros o el instrumento de medicidén presenta deriva.

4.3.9 Robustez

Se modificO 7 sucesos del protocolo normal manteniendo el resto de las
condiciones normales. Se realizé la determinacion del % AR en el nivel medio
por cinco veces las variables 1 al 3, 5 al 7 y por cuatro veces la variable 4.
Finalmente, la cuantificacion por duplicado. En la tabla 4.13 se muestra el
promedio (X), desviacién estandar (STD), varianza (¢?), sesgo de medicion (y)

porcentaje de recuperacion (%R) de la variable.
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Tabla 4.13 Prueba de Robustez a nivel medio

X STD o2 Control de y % R
Variables referencia
%AR

1 47.84 1.92 3.68 48.30 0.46 99.03
2 48.21 1.54 2.36 48.30 0.09 99.81
3 47.24 1.03 1.07 48.30 1.06 97.80
4 45.85 1.90 3.60 48.30 2.45 94.93
5 38.68 1.83 3.36 44.00 5.32 87.90
6 34.30 1.89 3.52 44.00 9.68 78.00
7 35.91 1.04 1.04 44.00 8.09 81.62

1: 1.5 ml de solucién KOH 2 M

2: Bafio Seco digital 50 C * 30 minutos a 200 rpm

3: 80 mg de muestra

4: 3 ml de la solucion enziméatica amilasa-AMG 300 U/ml

5: 0.3 gramos de amilasa en 80 ml de buffer pH 6

6: 16.5 horas de incubacion a 37°C para solubilizar el almidén

7: Incubar a 48 C con AMG 3000 U/ ml por 30 minutos

Se realiz6 modificaciones deliberadas en las variables que tendria el efecto mas
significativo; si uso un equipo alterno, disminuyo el volumen de reactivo, de

buffer y muestra, aumento el tiempo o reduzco la temperatura de incubacion.

La figura 4.5 compar0 de manera rapida siete variaciones sencillas, el cual
mostré una mayor recuperacion de la muestra control usando un bafio seco —
agitaciéon, pero una menor recuperacion si aumento 0.5 horas de incubacién en
la etapa de solubilizacion. La segunda variable que obtuvo mejor recuperacion
fue reduciendo 0.5 ml de Hidroxido de Potasio 2M en la etapa inicial del ensayo
para obtener el almidon resistente. Seguidamente, sireduzco 20 mg de almidon
evidencié que tengo obtengo sesgo que, si aumento la concentracion de la

solucién enzimatica amilasa-amiloglucosidasa, aumento 0.5 horas de
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incubacion inicial y disminuyo 2 grados en la etapa de disolucién del almidon
resistente. Por ultimo, si extraigo y cuantifico mi muestra aumentando 0.5 horas
de incubacion en la solubilizacién del almidén y reduciendo 2 C la incubacion
de la enzima madre AMG 3000 U/ml, la proporcion recuperada es 78.0 % y
81.62%, respectivamente.

Figura 4.5 Comparacion de siete modificaciones sencillas en el método.
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La prueba F evalud las desviaciones en la condicion inicial y bajo condiciones
experimentales sobre la precision de la medicion a un nivel de significancia de

0.05 con un nivel de confianza 95%. La prueba de hipotesis es:
e Hipdtesis nula, Ho=02A
e Hipdtesis alterna, Hi # g2A

La tabla 4.14 se muestra las varianzas del método estandar-nivel medio (g2A),
modificado-nivel medio (¢°B), grado de libertad del numerador (v1), grado de

libertad del denominador (v2), t nimero de tratamiento y n nimero de muestras.

Tabla 4.14 Prueba F en término de dispersion
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oA o’B

Variables
1 3.68
2 0.010
3 1.07
4 424  3.60
5 3.36
6 3.52
7 1.04

La prueba F evaluo si existe dependencia entre método estandar y modificado en
una sola variable, es decir, si las proporciones de una variable son diferentes en
funcidn del valor de la otra variable. El resultado estadistico F, en todos los
resultados, es menor que el F critico, por lo tanto, no hay evidencia suficiente para
rechazar la hipétesis nula. El proceso puede ser considerado como robusto, sin

embargo, las variables # 3 hasta # 7 son escenarios a controlar para no afectar la

calidad del ensayo.

4.4 Incertidumbre de medida

La definiciébn del mensurando para encontrar el porcentaje de almidon resistente de

una muestra vegetal es:

vl
(t-1)

v2
(n-t)
25
25
25
24
25
25

25

F cal

1.87

1.00

1.25

1.85

1.79

1.83

1.24

F
tabla

5.69

5.72

5.69

Muestras que contienen > 10% RS (% “as is”, en peso seco)

Almidon resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 100/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 90

Muestras que contienen < 10% RS (% “as is”, en peso seco)
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Almidon resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 10.3/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 9.27

En este caso, el almiddn resistente es el mensurando y la absorbancia, masa,

volumen, reactivo y humedad son las magnitudes de entrada.

Las causas de incertidumbres del método se describen en el diagrama de Ishikawa

como muestra el Anexo C, punto 11.

La incertidumbre del método se determindé por medio de dos tipos: A y B. La
incertidumbre tipo A se midio por medio del andlisis de varianza (ANOVA) del estudio
de precision en cada nivel, que es la suma de las desviaciones estandares de entre y
dentro de los grupos. También, el método de los minimos cuadrados que es til para
evaluar las incertidumbres procedentes de variaciones aleatorias, a corto y a largo
plazo, de los resultados de patrones de referencia de valor conocido en todos los
niveles. La incertidumbre tipo B con distribucion normal, rectangular y triangular a partir
de certificados de calibracion, tolerancia de medidas de material de vidrio, resolucion
de equipos y pureza del reactivo. Luego, se aplica la ley de propagacion de errores de
las incertidumbres y finalmente, por un factor de cobertura k=2 para un intervalo de
confianza de 95.5% para obtener la incertidumbre expandida. La tabla 4.15 muestra el

resultado de la estimacion de las incertidumbres en los niveles ajo, medio y alto.

Tabla 4.15 Incertidumbres del método en tres niveles de estudio

Factor Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
Mano de obra 0.020 0.060 0.079
(Incertidumbre Maquinarias 0.012 0.011 0.011
relativa-Up/xi) Método 0.008 0.003 0.003
Incertidumbre combinada C (1) 0.025 0.060 0.061
% AR (2) 4.020 43.98 52.49
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Incertidumbre C * %AR (1*2) 0.10 2.69 4.21
Incertidumbre expandida 0.20 5.38 8.42

El parametro asociado al resultado de la medida atribuido al mensurando es 4.02 +
0.20 %AR, 43.98 + 5.38 %AR y 52.49 + 8.42 %AR en los niveles bajo, medio y alto,
respectivamente.

En la figura 4.6 se muestra los aspectos que influyen en el resultado de una medida
en los tres niveles de estudio. Es decir, el factor que esta contribuyendo en la duda del
valor verdadero de la medicion a los niveles bajo, medio y alto siendo la mano de obra,

en especial nivel medio y alto, el de mayor factor que refleja la imposibilidad de conocer
exactamente el valor del mensurando.

Figura4.6  Factores vs incertidumbre
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4.5 Resumen del desempefio

A continuacion, se informa el cuadro de resultados en funcion de los objetivos de

validacion y su evaluacion final. En el anexo C encontrara el informe de la validacion.
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Parametro de

desempefio

Selectividad

Limite de
Deteccion

Limite de
cuantificacion

Linealidad

Intervalo de
trabajo

Exactitud

Repetibilidad

Objetivo

tcal > t critico entonces
hay diferencia
significativa a un nivel

de confianza de 95%

%AR: 1y R min 50%

%AR: 2y R min 70%

R?> 0.991

2% -64 % AR
R min 70%

98-101 %

% RSDr: max 2.42 %

% RSDr: max 3.18 %

Resultados

tcal: 58,57
tcritico:1.86

%AR: 2.98, R: 60.87%

%AR: 4.02, R: 83.44%

R2=0.9983

4.02% - 50.98 %AR

Nivel bajo: 100.79%
Nivel medio: 98.90%

Nivel alto: 83.64%

Nivel bajo

% RSDr: 1.85%

Nivel medio

% RSDr: 5.03 %
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Tabla4.16 Resultados del método en funcion de objetivos

Conclusioén

Cumple

No cumple

No cumple

Cumple

No cumple

Cumple
Cumple
No cumple

Cumple

No cumple



% RSDr: méax 4.20 %

% RSDR: max 4.58%

Reproducibilidad
% RSDR: max 8.47%

% RSDR: méax 5.94%

Prueba F

Si F cal £ F entonces el
Robustez
proceso puede ser

considerado robusto.

4.6. Declaracion del método

Nivel medio

% RSDr: 6.55 %

Nivel bajo

% RSDR: 1.89%

Nivel medio

% RSDR: 4.71%

Nivel alto

% RSDR: 6.06%

1.- Fcal=1.79, F=5.69
2.- Fcal=1.51, F=5.69
3.- Fcal=1.23, F=5.69
4.-Fcal: 1.77, F=5.72
5.-Fcal=1.72, F=5.69
6.- F cal=1.77, F= 5.69
7.-Fcal=1.17, F=5.69

No cumple

Cumple

Cumple

No cumple

Cumple

En base a los resultados obtenidos se declara como método apto para su uso con los

siguientes pardmetros. En el anexo D encontrard las imagenes de las materias primas,

material de referencia y del procedimiento en general.

94



Tabla 4.17 Resultados aptos para el ensayo
Parametro de Apto

desempefio

Limite de Deteccién %AR: 2.98
Limite de cuantificacion

%AR: 4.02

R2=0.9983

Linealidad

4.02% - 50.98 %AR
Intervalo de trabajo

Nivel bajo: 100.79%

Exactitud Nivel medio: 98.90%
Nivel alto: 83.64%
Bajo Medio Alto
Repetibilidad RSDr: RSDr: RSDr:
1.85% 5.03% 6.55%
Bajo Medio Alto
Reproducibilidad RSDR RSDR RSDr:

1.89%  4.71% 6.06%
4.7 Aseguramiento de la calidad de los resultados

Los ensayos a ejecutar para mantener la calidad de la prueba seran evaluados

con los parametros de control mencionados a continuacion en la tabla 4.18
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Tabla 4.18 Validez de los resultados

Controles o
_ _ e Criterio de
internos de Frecuencia Estadistica .
_ aceptacion
calidad
Pruebas
funcionales de Cumple los
todos los Antes de N/A requisitos
equipos/instru = cada ensayo técnicos del
mentos de equipo
medicion
Inicio de cada Media 0.317 £ 0.048
Blanco
lote de STD %RS
muestra
ensayo
_ Inicio de cada Nivel bajo,
Material de _
_ lote de medio y alto
referencia )
N ensayo %R medio:
certificado
% R 98-101%
Nivel bajo:
RSDr max
1.87%
Nivel medio:
s Muestra de RSDr max
Analisis de _ o
) rutina a cada Precision  5.03%
duplicado. _
ensayo Nivel alto:
RSDr max
6.55%
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La exactitud del método se comprob6 con materiales de referencia de almidén de frejol
rojo, almidén de maiz con alto contenido de amilosa y almidon de papa
correspondientes a los niveles bajo (b), medio (m), y alto (a) respectivamente. La
exactitud cumple en nivel b con una recuperacion de 100.79% y nivel m de 98.90 %. La
recuperacion del analito en el nivel a fue 82.79% debido a que no se pudo disolver el
almiddn resistente del pellet por lo tanto afecté la exactitud del método.

En base a los objetivos de validacién, el método cumple en selectividad, linealidad,
exactitud (nivel bajo, nivel medio), repetibilidad (nivel bajo), reproducibilidad (nivel bajo

y medio) y robustez.

En las muestras seleccionadas, harina de frejol, almidén de banano estado 1 y harina
de papa, es apto el método determinar el porcentaje de almidon resistente (%AR) en
los siguientes parametros: LD: 2.98+0.21 %AR, LC: 4.02+0.08 %AR, linealidad:
R220.9983, intervalo de trabajo (AR): 4.02% — 50.98 %AR, exactitud: b: 100.79%, m:
98.90%, a: 83.64%, repetibilidad (RSDr%): b: 1.85%, m: 5.03%, a: 6.55% vy
reproducibilidad (RSDR%): b: 1.89%, m: 4.71%, a: 6.06%.

La metodologia a nivel alto requiere un analisis bibliografico para definir los pasos en el
ensayo con el fin de disolver el almiddn resistente y alcanzar asi el objetivo de validacién

propuesto bajo la norma AOAC 2000.

Los valores de dispersion en nivel medio y alto fue causado por la falta de entrenamiento
y el factor tiempo de la persona para realizar la metodologia siendo estas, las

condiciones que originan la variabilidad en los datos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de deriva con un histérico de calibraciones con el fin de

conocer el error de medida y asi poder aplicar la correccion, si fuese necesario.

Asegurar que la centrifugacion en la etapa de solubilizacién del almidén retenga

la mayor cantidad de la muestra para evitar recuperacion baja del analito.

Entrenar al menos a dos personas para que realicen la validacion del método.
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ANEXO A

Origen de los métodos oficiales AOAC 2022.02 y AACC
32.40-01



Método de Englyst et al. (1982): Este método fue el primer procedimiento para

determinar AR.

e Homogenizar y ebullir la muestra.

e Agregar a la muestra, las enzimas a-amilasa, pululanasa y amiloglucosidasa
por un tiempo de 16 h a 40 °C.

e El almidon no hidrolizado (AR) es precipitado con etanol absoluto y el residuo
(pellet) lavado con etanol (EOH) 80 %.

e Secar el pellet con acetona y luego se solubiliza con hidroxido de potasio
(KOH) a temperatura ambiente.

e Tomar una alicuota de almidon solubilizado e hidrolizar con la enzima
amiloglucosidasa en presencia de acido acético (CH;COOH) a 65 °C por un
tiempo de 1 h.

e Enfriar, centrifugar y determinar el contenido de glucosa (AR tipo 3) por

cromatografia liquida-gaseosa.

Método de Berry (1986): El procedimiento es una modificacién del método Englyst et.
al 1982. En el método usa la mezcla enzimatica a-amilasa/pululanasa y no ocurre el

calentamiento inicial a 100°C.

Método de Englyst et al. (1992): La base del método Englyst et al. (1982) fue
modificado en el afio 1992. La medicion de AR comprende los AR tipo 1, 2y 3.

e La hidrdlisis enzimatica se realiza a 37 °C

e Se adiciona goma guar para aumentar la viscosidad del medio, perlas de vidrio
para un eficiente mezclado; ademas lograr una ruptura de células durante la
digestion y emplear un movimiento longitudinal para imitar el movimiento
peristéltico del intestino.

e Se emple6 una mezcla de pancreatina, amiloglucosidasa e invertasa (digestion)

Método de Muir and O’Dea (1992): El procedimiento desarrollado fue



e Triturar las muestras (masticadas)

e Agregar pepsina y luego una mezcla de a-amilasa pancreatica y
amiloglucosidasa (AMG) con agitacion a pH 5,0 y 37°C en agitacion durante 15
h.

e Recuperar el pellet con tampdn de acetato por centrifugacion.

e RS es digerido por una combinacion de calor, dimetilsulféxido DMSO y

tratamientos termoestables de a-amilasa

Método de Goiii et al. (1996): Este método parte de moficaciones propuestos por
Englyst et al. (1992) y Berry (1986). Se determina solo el AR tipo 2 de alimentos crudos
(temperatura méaxima 40 °C) y AR tipo 3.

e pH 1.5 para simular el pH gastrico

e Enzima pepsina por 1 horay 40 °C para retirar las proteinas

e pH a 6,9 para lograr condiciones parecidas al intestino delgado

e Hidrdlisis con a-amilasa pancreatica a 37 °C durante 16 h para emular el tiempo
de transito en el intestino delgado

e Ensayo colorimétrico para cuantificar glucosa.

Los métodos de Faisant et al. (1995), Akerberg et al. (1998), Champ (1992) y Chung
et al. (2006) son derivados ensayos analiticos a partir de los anteriores métodos con
modificaciones en: concentracion de enzimas, preparacion de muestras, el pH, el
agregado o no de etanol luego del paso de incubacién de la enzima a-amilasa (Perera
et al., 2010).



ANEXO B

METODO DE ENSAYO: DETERMINACION DE ALMIDON
RESISTENTE EN MATRICES VEGETALES - METODO
OFICIAL AOAC-



Advertencia: Las personas gue utilicen el laboratorio deben estar familiarizadas con las
normas generales de seguridad. Los pictogramas de los reactivos muestran los peligros
y advertencias que deben ser considerados antes de aplicarlo. Es total responsabilidad
del usuario, el establecimiento de una apropiada seguridad y préacticas de salud. A su

vez, de garantizar la conformidad con las condiciones de cualquier reglamento nacional.

OBJETIVO: Determinar el contenido de almidon resistente en almidones y material

vegetal expresado como RS g/100 g

ALCANCE:

e Tipo de muestra: Vegetal

e Matriz: Almidon de frejoles rojos, almidén de banano estado 1 y almidén de
papa

e Analito: Almidon resistente

e Unidades: Porcentaje

e Técnica analitica: Espectrofotometro en regién visible

RANGO O INTERVALO DE TRABAJO: El método permite determinar el parametro AR

en el rango 4% - 58%

METODO DE REFERENCIA: AOAC Método Oficial 2002.02. Resistant Starch in Starch

and Plant Materials

PRINCIPIO [38]:

El almiddén no resistente es solubilizado e hidrolizado a glucosa por accion de las
enzimas a-amilasa pancreatica y amiloglucosidasa (AMG) por un tiempo de 16 horas a
temperatura de 37 °C en bafio de agua con agitacién constante. La reaccion finaliza al
momento de agregar etanol acuoso o alcoholes metilicos industriales (IMS) y luego de
algunos enjuagues con etanol acuoso o IMS (50% v/v) para obtener el almidén
resistente (RS) como un sedimento (pellet) por medio de la centrifugacion. El RS se

disuelve en KOH 2 M agitando de manera vigorosa en un bafio de hielo con barras



magnéticas. Después de un tiempo, la solucién se neutraliza con tampén de acetato 1.2
M pH 3.8 y el almidon se hidroliza cuantitativamente a glucosa en presencia de AMG.
La glucosa se mide con el reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD) y esta medida,

aplincado formula, es el contenido de RS de la muestra.

REACCIONES:

1. GOPOD [Glucose Oxidase (E.C. 1.1.3.4) — Peroxidase (E.C. 1.11.1.7)]: EI
mecanismo de este ensayo detecta la glucosa mediante colorimetria por método
enzimatico a longitud de onda 510 nm. Se basa en la cantidad de peréxido de
hidrégeno (H202) producido a través de la oxidacion de la glucosa a D-gluconato
por accién de la enzima glucosa oxidasa (GOD). A continuacion, el H202
reacciona con 4cido p-hidroxibenzoico (mezcla de fenol) y 4-aminoantipirina (4-
AA) en presencia de la enzima peroxidasa (POD) para producir un colorante de
guinoneimina con un pico absorbancia a 510 nm, el cual es proporcional a la
concentracion de la glucosa en la muestra. El color desarrollado es amarillo

palido, rosa débil o rosa fuerte. La reaccion es la siguiente [39] [40]:

GOD

D-Glucose + H,O + O, » D-Gluconate + H,0,

lPOD

2H,0, + acido p-hidroxibenzoico + 4-AA ----- quinoneimina + 4H,0

2. Enzima a-amilasa pancreatica (E.C. 3.2.1.1): La a-amilasa aislada de pancreas
del porcino, de masa molar 51-54 KDa, es una glicoproteina. Es una sola cadena
polipeptidica de ~475 residuos que contiene dos grupos SH, cuatro puentes
disulfuro y un atomo de Ca?* estrechamente unido para la estabilidad. Ademas,
los iones de cloruro son necesarios para mantener la actividad, la estabilidad y
el rango de pH para la actividad es de 5,5 a 8,0, con un pH 6ptimo de 7 [41]. La
a-amilasa hidroliza los enlaces internos a-(1,4) D-glucosidicos en polisacéaridos
de tres 0 mas unidades de D-glucosa unidas con a-(1,4). Los sustratos naturales

como el almidén y el glucdégeno se descomponen en glucosa y maltosa [41].



3. Enzima amiloglucosidasa (E.C. 3.2.1.3): La amiloglucosidasa cataliza la
hidrdlisis de terminales a-(1-4)-residuos de D-glucosa unidos sucesivamente
desde los extremos no reductores de malto oligosacéaridos y polisacaridos con
liberacion de B-D-glucosa. Una unidad liberara 1,0 mg de glucosa del almidén en
3 min a pH 4,5 y temperatura 55 °C [41]. La mayoria de las formas de la enzima
pueden hidrolizar rapidamente los enlaces a-(1-6) - D glucosidicos cuando el siguiente
enlace en la secuencia es a 1,4 - D glucosidico y ademas, algunas preparaciones de
esta enzima hidrolizan enlaces 1,6- y a (1-3) - D glucosidicos en otros polisacaridos. Es
decir que, las amiloglucosidasas son capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos a-
D-(1-4), a-D-(1-6) y a-D-(1-3) de los oligosacaridos [41].

REACTIVOS Y MATERIALES:

Durante el ensayo, solamente utilice reactivos de grado analitico reconocidos y agua
destilada para la preparacién de soluciones de trabajo. Los materiales de trabajo deben
estar libre de polvo y en caso de que requiera, previamente ser enjuagados con agua

destilada.

o Reactivos

Acido maleico Reagent Plus. Pureza: 299% (HPLC)
Hidréxido de Sodio. Pureza: 299%

Cloruro de Calcio Dihidratado. Pureza: 99.0 to 105.0 %
Azida de sodio Reagent Plus. Pureza: = 99.5%

Acido acético glacial. Pureza: = 99.8%

Glicerol Anhidro. Pureza: Min 99.5%

Etanol. Pureza: Min 99.9%

GOPOD Reagent buffer pH 7.4



o Enzimas

Amilase Porcine Pancreas.

Specific activity: 25 units/mg solid
Amyloglucosidase from Rhizopus sp.
Specific activity: 240,000 units/g solid
GOPOD reagent enzymes

o Material de referencia

High amylose maize starch 44.8 %

Native Potato Starch 63.4 %

Kidney Beans 4.9%

Actistar 48.3 %

Resistant Starch 44.0%

Glucosa Standard 1 mg/ml Pureza: Min 99.9%

o Soluciones volumétricas normal

Buffer de Maleato de Sodio 100 mM, pH 6.0: Pesar 23,2 g de acido
maleico en 1600 ml de agua destilada y ajusatr el pH a 6,0 con
hidroxido de sodio 4 M (160 g/l). Luego, agregar 0,6 g de cloruro de
calcio dihidratado (CaCl2.2H20) y 0,4 g de azida de sodio. Disolver
y ajustar el volumen a 2 L.

Tampon de acetato de sodio 1.2 M, pH 3.8: Medir 68,6 mL de acido
acético glacial (1,05 g/mL) e incorporar en 800 mL de agua
destilada. Ajustar a pH 3,8 usando hidréxido de sodio 4 M. Llevar a
volumen de 1 L con agua destilada.

Tampodn de acetato de sodio 100 mM, pH 4.5: Medir 5,8 mL de
acido acético glacial e incorporar en 900 mL de agua destilada.
Ajustar a pH 4,5 usando hidroxido de sodio 4 M. Llevar a volumen a



1 L con agua destilada

o Otras soluciones

Solucién de hidroxido de potasio 2M: Pesar 112,2 g de KOH y agregar
en 900 mL de agua desionizada y agitar hasta disolver. Se ajusto6 el
volumena 1L.
Etanol acuoso (aprox. 50% v/v): Medir 500 ml de etanol y agregar 500
ml de agua destilada.
Stock de amiloglucosidasa (3300 U/ml): Pesar 1.6734 g de
Amyloglucosidase 40000 U/g y se diluyé en 25 ml de agua destilada.
Se agitdé suavemente y se agregd 25 ml de Glicerol. La solucion es
viscosa
AMG diluido (300 U/mL): Diluir 2 mL de stock AMG en 22 mL con sodio
100mM tampo6n de maleato (0,1 M, pH 6,0).
Solucion fresca de a-amilasa pancreatica (10 mg, 30 U/mL) que
contiene AMG (3 U/mL): En fresco, pesar 0.3 gde a-amilasa
pancreatica 10 Unit/mg solid y aforar hasta 100 mL de sodio tampdn
de maleato (100 mM, pH 6,0). Agitar durante 5 minutos y agregar 1.0
mL de AMG diluido (300 U/mL). Se centrifug6é a 5000 xg durante 10
min y se decanto cuidadosamente la solucion sobrenadante.

Reactivo de GOPOD
Tampon reactivo GOPOD: Se diluyo el contenido del frasco GOPOD
REAGENT BUFFER en 1 litro de agua destilada.
Enzima reactivo GOPOD: Se afiadio 10 ml del paso anterior al frasco
GOPOD REAGENT ENZYMES. Agitar suavemente. Luego, se agrego
10 ml adicionales al frasco, otra vez. Agitar suavemente y transferir a

la botella de volumen 1 litro. Cubrir esta botella con aluminio papel de

aluminio para proteger el reactivo de la luz.



EQUIPAMIENTO:

Los equipos e instrumentos volumétricos deben ser acondicionados antes de su uso.

Seguir las recomendaciones técnicas descrita en los manuales.

o Equipos

Espectrofotometro: A : 510 nm, resolucion: 0.0001 OD
Balanza analitica: Max 220 g, legibilidad: 0.1 mg

pH metro: pH 0 — 14, legibilidad: 0.001.

Vortex Analdgico

Plato de agitacion magnético

Centrifuga: 5500 rpm, temperatura ambiente, rotor de
capacidad 50 ml

Termomixer: Temperatura: 50 °C, legibilidad: 0.1 C.,
velocidad: 200 rpm

Medidor de Humedad: Masa: 5 gramos, legiblilidad: 0.001
g, temperatura: 130 °C, legibilidad: 1° C

Bafio Maria con agitacion: 37°C y 50°C, legibilidad: 0.1 C.
Rpm: 100 rpm. Legibilidad: 10 rpm,
Refrigerador-Congelador: 6 °C y -20 °C

Equipo de agua: Conductividad: 10-15 MQ/cm

o Instrumentos de medicién

Cronometro: 9 h 59 min 59,99 s. Escala: 0.01

Termohigrometro A: -20 C — 10 C. Escala 1°C

Termohigrometro B: 37 y 50 °C. Escala 1 °C

Micropipeta monocanal variable 0.5-10 ul. Legibilidad: 0.01 pl
Micropipeta monocanal variable 10-100 ul. Legibilidad: 0.1 pl
Micropipeta monocanal variable 100-1000 ul. Legibilidad: 2 pl
Micropipeta monocanal variable 1000-10000 ul. Legibilidad: 10 pl



Micropipeta multicanal variable 30-300 ul. Legibilidad: 0.2 pl

o Materiales volumétricos

Matraz 100 ml Clase A, Tolerancia: = 0.1 ml
Matraz 200 ml Clase A, Tolerancia: £ 0.15 ml
Matraz 1000 ml Clase A, Tolerancia: = 0.4 ml
Matraz 2000 ml Clase A, Tolerancia: = 0.6 ml

PROCEDIMIENTO:

Preparacién de muestras

1. Se moli6 aprox. 50 g de muestra de cereal o vegetal liofilizado o producto

terminado en molino por un tamiz de 0,8 mm.

2. Se transfirio todo el material a un frasco de plastico de boca ancha y mezcle bien
agitando e invirtiendo. Las preparaciones industriales de almidon se suelen

suministrar en forma de polvo fino, por lo que no es necesario moler.

Proceso de analisis

o Hidrolisis y solubilizacion de almiddn no resistente.

a. Se peso con precision, una muestra de 100 + 5 mg directamente en el tubo de
centrifuga 50 ml y suavemente golpee el tubo para asegurarse de que la

muestra caiga al fondo.

b. Se agregd 4,0 mL de a-amilasa pancreética (10 mg/mL) que contiene AMG (3
U/mL) a cada tubo.



c. Se tapo herméticamente los tubos. A continuacion, se mezclé en un Vortex y
se adjunto horizontalmente en un Bafio de Agua con agitacion, alineados en

la direccién al movimiento.

d. Se incubd los tubos a 37°C con agitacion continua (200 strokes /min) durante
exactamente 16 h (Nota: Para movimiento lineal, un ajuste de 100 al Bafio

Maria equivale a 200 golpes/min; 100 adelante y 100 atras).

e. Se retir0 los tubos del bafio de agua y se eliminé el exceso de agua superficial
con una toalla de papel. Seguido, se retird las tapas de los tubos y se traté el
contenido con 4,0 mL de etanol (99% v/v) o IMS (99% v/v) con agitacion

vigorosa en un mezclador Vortex.
f. Se centrifugo los tubos a 5500 xg durante 10 min.

g. Se decanté con cuidado los sobrenadantes y se volvio a suspender los
granulos en 2 mL de etanol al 50% o IMS al 50% con agitacion vigorosa en un
mezclador Vortex. Luego, se afiadio otros 6 ml de IMS al 50 % y se mezclo los

tubos.
h. Se centrifugo de nuevo a 5.500 xg durante 10 min.
i. Se decanto los sobrenadantes y se repitié paso g y h, una vez mas.

j. Se decantd con cuidado los sobrenadantes y se invirtid los tubos en papel

absorbente para escurrir el exceso de liquido.

o Medicion de almidén resistente

Seccion |

e. Se afadié una barra agitadora magnética (5 x 15 mm) y 2 mL de 2 M KOH a
cada tubo para volver a suspender los granulos.

f. Se disolvio el almiddn resistente agitando durante aprox. 20 min en un bafio de
hielo/agua sobre un agitador magnético. No mezcle en un mezclador de vértice

ya que esto puede hacer que el almidén se emulsione, pero se aseguré que el



contenido del tubo se agite vigorosamente a medida que se agrega solucién de
KOH ya que evit6 la formacioén de un bulto de material de almidén que luego
sera dificil de disolver. En caso de muestras mayor a 48% de AR, disolver en
2 ml de agua destilada y mezclar en un vortex, previamente a la adicion de 2 M
KOH mientras se mantiene en agitaciébn con el agitador magnético por 20
minutos.

Se agregd 8 ml de tampon de acetato de sodio 1,2 M (pH 3,8) a cada tubo en
agitacién con el agitador magnético. Luego, se afiadié inmediatamente 0,1 mL
de AMG y se mezcl6 bien usando el agitador magnético.

Se coloco el tubo en un bafio de agua a 50°C y se incub6 los tubos durante 30

min con mezcla intermitente en un mezclador Vortex.

Para muestras que contienen > 10% RS

Se transfiri6é cuantitativamente el contenido del tubo a un matraz volumeétrico de
100 mL usando una piceta de agua. Se us6 un iman externo para retener la
barra agitadora en el tubo mientras se lavo la solucion del tubo con agua
destilada.

Se ajust6 a 100 mL con agua destilada y se mezclo bien.

Se centrifug6 una alicuota de la solucién a 5500 xg durante 10 min.

Para muestras que contienen < 10% RS

C.
d.

Se centrifug6 directamente los tubos a 5500 xg durante 10 min (sin dilucion).

El volumen final en el tubo fue de aprox. 10,3 ml £ 0.05 ml.

Seccion I

Se transfirio alicuotas de 0,1 ml (por triplicado) de la solucién diluida en el paso
7 o los sobrenadantes sin diluir del paso 8 en tubos de centrifuga 50 ml y se
agrego 3,0 mL de reactivo GOPOD.

Se preparé soluciones en blanco de reactivo mezclando 0,1 mL de 100
mM tampon de acetato de sodio (pH 4,5) y 3,0 mL de reactivo GOPOD.



CALCU

Se preparé estandares de D-glucosa (por cuadruplicado) mezclando 0,1 mL de
D-glucosa (1 mg/mL) y 3,0 mL de reactivo GOPOD.

Se incub6 a 50°C durante 20 min, se enfrid y se configuré el espectrofotometro
a cero con el reactivo blanco.

Se midi6 la absorbancia de cada solucion a 510 nm frente al blanco de

reactivo.

. Se obtuvo promedio de los duplicados.

La respuesta de color con glucosa fue lineal en el rango de absorbancia 0-1.5

unidades de absorbancia

LOS

Muestras que contienen > 10% RS (% “as is”, en peso seco)

Almidon resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 100/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 90

Muestras que contienen < 10% RS (% “as is”, en peso seco)

Donde:

Almidon resistente (g/100 g muestra) = AAx F x 10.3/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 9.27

AA = absorbancia (reaccion) leida frente al blanco de reactivo.

F =100 (ug de D-glucosa) dividido por la absorbancia GOPOD para este
100 pg de D-glucosa. Es la conversién de absorbancia a microgramos
(la absorbancia obtenida para 100 pug de D-glucosa en la reaccion de
GOPOD).

100/0,1 = Correccion de volumen (0,1 mL tomados de 100 mL).



1/1000 = Conversion de microgramos a miligramos.

W (peso seco de la muestra analizada) = Peso x [(100-contenido de
humedad) /100].

100/W = Factor para presentar RS como porcentaje del peso de la

muestra. 7

162/180 = factor para convertir de D-glucosa libre, segun lo determinado,

a anhidro-D-glucosa como ocurre en el almidon.

10,3/0,1 = correccion de volumen (0,1 mL tomados de 10,3 mL) para
muestras que contienen 0-10% RS donde la solucion no se diluye y el

volumen final es ~ 10,3 ml.

ASEGURAMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD

Controles internos o ) e Criterio de
_ Caracteristica Frecuencia Estadistica »
de calidad aceptacion

Pruebas funcionales = Comprobacién de

] Antes de Cumple los
de todos los parametros o
] _ o cada N/A requisitos
equipos/instrumentos técnicos del o
o o ensayo técnicos del
de medicion equipo/instrumento .
equipo
La muestra no o _
_ _ Inicio de Media 0.317
contiene analito o
Blanco muestra _ _ cada lote STD 0.048 %RS
muy bajo analito
de ensayo
_ Proporciona un Inicio de Nivel bajo,
Material de .
' N resultado y valor cada lote medio y
referencia certificado %R

de incertidumbre.  de ensayo alto:



Andlisis de Muestras de Cada o
. ) Precision
duplicado. rutina. ensayo
REFERENCIAS

Official Method 2002.02 Resistant Starch in Starch and Plant Materials
Resistant Starch asssay procedure K-RSTAR 05/19 -MEGAYZME-

% R 98-
101%
Nivel bajo:
RSDr max
1.87%
Nivel
medio:
RSDr max
5.03%
Nivel alto:
6.05 %RSD



ANEXO C

Informe de validacion



El resumen del estudio de validacion se describe a continuacion:

1. OBJETIVO

Comprobar el procedimiento establecido mediante ensayos analiticos que el

meétodo cumple con los objetivos de validacion.

2. ALCANCE

e Tipo de muestra: Vegetal

e Matriz: Almidén de frejoles rojos, almidon de maiz con alto contenido de
amilosa y almidon de papa

e Analito: Almidon resistente

e Unidades: Porcentaje

e Rango de concentracion: 4% - 59%

e Técnica analitica: Espectrofotometro en regidn visible

3. INFORMACION TECNICA

o Reactivos

o Acido maleico Reagent Plus. Pureza: 299% (HPLC)

o Hidréxido de Sodio. Pureza: 299%

o Cloruro de Calcio Dihidratado. Pureza: 99.0 to 105.0 %
o Azida de sodio Reagent Plus. Pureza: = 99.5%

o Acido acético glacial. Pureza: = 99.8%

o Glicerol Anhidro. Pureza: Min 99.5%

o Etanol. Pureza: Min 99.9%

o GOPOD Reagent buffer pH 7.4

o Enzimas



o Amilase Porcine Pancreas. Specific activity: 25 units/mg solid
o Amyloglucosidase from Rhizopus sp. Specific activity: 240,000 units/g
solid

o GOPOD reagent enzymes

o Material de referencia

o High amylose maize starch 44.8 %

o Native Potato Starch 63.4 %

o Kidney Beans 4.9%

o Actistar 48.3 %

o Resistant Starch 44.0%

o Glucosa Standard 1 mg/ml Pureza: Min 99.9%

o Soluciones volumétricas normal

o Buffer de Maleato de Sodio 100 mM, pH 6.0: Pesar 23,2 g de &cido
maleico en 1600 ml de agua destilada y ajusatr el pH a 6,0 con hidroxido
de sodio 4 M (160 g/l). Luego, agregar 0,6 g de cloruro de calcio
dihidratado (CaCl2.2H20) y 0,4 g de azida de sodio. Disolver y ajustar el
volumena 2 L.

o Tampon de acetato de sodio 1.2 M, pH 3.8: 1. Medir 68,6 mL de acido
acético glacial (1,05 g/mL) e incorporar en 800 mL de agua destilada.
Ajustar a pH 3,8 usando hidroxido de sodio 4 M. Llevar a volumen de 1 L
con agua destilada.

o Tampon de acetato de sodio 100 mM, pH 4.5: Medir 5,8 mL de acido
acético glacial e incorporar en 900 mL de agua destilada. Ajustar a pH 4,5

usando hidroxido de sodio 4 M. Llevar a volumen a 1 L con agua destilada.

o Otras soluciones

o Solucion de hidroxido de potasio 2M: Pesar 112,2 g de KOH y agregar en
900 mL de agua desionizada y agitar hasta disolver. Se ajusté el volumen



all.
Etanol acuoso (aprox. 50% v/v): Medir 500 ml de etanol y agregar 500 ml
de agua destilada.
Stock de amiloglucosidasa (3300 U/ml): Pesar 1.6734 g de
Amyloglucosidase 98600 U/g y se diluy6 en 25 ml de agua destilada. Se
agité suavemente y se agrego 25 ml de Glicerol. La solucion es viscosa
AMG diluido (300 U/mL): Diluir 2 mL de stock AMG en 22 mL con sodio
100mM tampo6n de maleato (0,1 M, pH 6,0).
Solucion fresca de a-amilasa pancreatica (10 mg, 30 U/mL) que contiene
AMG (3 U/mL): En fresco, pesar 0.3 g de a-amilasa pancreatica 10
Unit/mg solid y aforar hasta 100 mL de sodio tampon de maleato (100 mM,
pH 6,0). Agitar durante 5 minutos y agregar 1.0 mL de AMG diluido (300
U/mL). Se centrifugb a 5000 xg durante 10 min y se decantd
cuidadosamente la solucion sobrenadante.
Reactivo de GOPOD
Tampon _reactivo GOPOD: Se diluydé el contenido del frasco
GOPOD REAGENT BUFFER en 1 litro de agua destilada.
Enzima reactivo GOPOD: Se afiadio 10 ml del paso anterior al
frasco GOPOD REAGENT ENZYMES. Agitar suavemente. Luego,

se agreg6 10 ml adicionales al frasco, otra vez. Agitar suavemente

y transferir a la botella de volumen 1 litro. Cubrir esta botella con

aluminio papel de aluminio para proteger el reactivo de la luz.

o Equipos

o

(@]

©)

(@]

Espectrofotometro: A : 510 nm, resolucion: 0.0001 OD

Balanza analitica: Max 220 g, legibilidad: 0.1 mg

pH metro: pH 0 — 14, legibilidad: 0.001.

Vortex Analdgico

Plato de agitacién magnético

Centrifuga: 7500 rpm, temperatura ambiente, rotor de capacidad 50 m|
Termomixer: Temperatura: 50 °C, legibilidad: 0.1 C., velocidad: 200 rpm
Medidor de Humedad: Masa: 5 gramos, legiblilidad: 0.001 g, temperatura:
130 °C, legibilidad: 1° C

Bafio Maria con agitacion: 37°C y 50°C, legibilidad: 0.1 C. Rpm: 100 rpm.



Legibilidad: 10 rpm,
o Refrigerador-Congelador: 6 °Cy -20 °C
o Equipo de agua: Conductividad: 10-15 MQ/cm

o Instrumentos de medicién

o Cronometro: 9 h 59 min 59,99 s. Escala 0.01

o Termohigrometro A: -20 C — 10 C. Escala 1°C

o Termohigrémetro B: 37 y 50 °C. Escala 1 °C

o Micropipeta monocanal variable 0.5-10 ul. Legibilidad: 0.01 pl

o Micropipeta monocanal variable 10-100 ul. Legibilidad: 0.1 pl

o Micropipeta monocanal variable 100-1000 ul. Legibilidad: 2 pl

o Micropipeta monocanal variable 1000-10000 ul. Legibilidad: 10 pl
o Micropipeta multicanal variable 30-300 ul. Legibilidad: 0.2 pl

o Materiales volumeétricos

o Matraz 100 ml Clase A, Tolerancia: + 0.1 ml

o Matraz 200 ml Clase A, Tolerancia: + 0.15 ml

o Matraz 1000 ml Clase A, Tolerancia: = 0.4 ml

o Matraz 2000 ml Clase A, Tolerancia: = 0.6 ml
o Personal

o Nombre: Andrea Cruz Espinoza

o Mes-afio: Agosto 2022

4. NORMATIVA

o Tipo de método: Normalizado
o Método: AOAC 2002.02



o Nombre del método: Resistant Starch in Starch and Plant Materials-

Enzimatic Digestion.

5. NECESIDAD ANALITICA

El % de almiddn resistente es de interés para la industria alimentaria y para la
investigacion cientifica por ser un analito de alta funcionalidad y tecnolégica. Por lo
tanto, el laboratorio determind comprobar la metodologia AOAC 2002.02 en el
laboratorio usando enzimas de la marca SIGMA y reactivo GOPOD de la marca
Megayzme. EI método normalizado no requiere su validacion completa. No
obstante, el laboratorio necesita comprobar que el método utilizado es el apropiado,
antes de sequir realizando el ensayo, mediante el analisis y la verificacion de los

pardmetros de desempefio.

6. OBJETIVO DE VALIDACION Y DISENO EXPERIMENTAL

Parametro de Objetivos de Aplicacion practica

desempefio validacién

DIA 1.

tcal > t critico entonces _ o
_ _ Analizar 10 réplicas de
hay diferencia o _
T ) almidon no resistente de
significativa a un nivel o
. la etapa: Solubilizacion de
de confianza de 95% o _
almidén a partir de un

almidén de frejol rojo de
Selectividad 4.9%.

%AR: 1y R min 50% DIA 2



Limite de
deteccion

Limite de
cuantificacion

Linealidad

Intervalo de
trabajo

%AR: 2y R min 70%

R2= 0.991

2% -64 % AR
R min 70%

Analizar 10 réplicas de
almidon de frejol de 4.9 %
que recupere al menos un
50 % del analito.

DIA2 ADIA 6

Analizar 16 réplicas en
cinco dias de almidon de
frejol de 4.9% que
recupere al menos un

70% de la muestra.

DIA3ADIATY.

Realizar curva de
calibracion previo a cada
estudio de exactitud vy
precision.

Analizar los puntos de O,
0.15, 0.25, 0.50, 0.75y 1
mg/ml por triplicado de
glucosa estandar para
establecer la pendiente

de la curva de calibracion.
DIA 3 A DIA7
Analizar 16 réplicas de

muestra de harina de

frejol durante 5 dias



98-101 %
Exactitud

Comparacién con los
resultados de medicion
de %AR del método
normalizado AOAC
2002.02.

Nivel bajo:
% RSDr: max 2.42 %
Repetibilidad
Nivel medio
% RSDr: max 3.18 %

Nivel alto
% RSDr: max 4.20 %

Recuperacion de al

menos un 70%

Analizar 30 réplicas en
muestra de harina de

papa durante 4 dias

DIA3ADIATY.

Analizar 5 veces el

material de control 4.9%,

44.8% y 63.4% a nivel
bajo, medio y alto,
respectivamente.
DIA3ADIA7
Nivel bajo: 16 réplicas
con harina de frejol

durante cinco dias

Nivel medio: 27 réplicas
de

estado 1 durante 4 dias

almidén de banano

Nivel alto: 30 réplicas de
harina de papa durante 4

dias



Comparacion con los
resultados de medicion
de %AR del método

normalizado.

Nivel bajo:
% RSDR: méx 4.58%

Nivel medio
% RSDR: méx 8.47%

Reproducibilidad

Nivel alto
% RSDR: méax 5.94%

Recuperacion de al

menos un 70%

SiFcal<F (avi, v2)
la hipotesis nula no

Robustez puede ser rechazada y
el proceso puede ser

considerado robusto.

DIA3ADIA7
Nivel bajo: 16 réplicas
con harina de frejol

durante cinco dias

Nivel medio: 27 réplicas
de almidéon de banano

estado 1 durante 4 dias

Nivel alto: 30 réplicas de

harina de papa durante 4

dias

DIA 8 O DIA 11.

Analizar 5 réplicas de
muestra con

concentraciones
conocidas y modificando

7 variables, uno a uno:

1. Pesar 80 mg de
muestra
2. Agregar 3 ml de



solucion fresca
enzimatica a- amilasa
pancreatica.

. Agregar 1.5 ml de KOH
2 M por 20 min.

. Diluir 80 ml de buffer pH
6.0 en 0.3 gramos de
alfa amilasa.

. Incubar por 30 minutos
con la enzima AMG a 50
°C en un equipo de bafo
seco con agitacién

. Incubar a 37 C por 16.5
horas.

. Incubar a 48 C por 30

minutos la enzima AMG



7. RESULTADOS ANALITICOS — SELECTIVIDAD-

LT L e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 M8 M9 M10
B M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 M8 M9 M10
C mNAR1 mNAR2 | mNAR3| mNAR4 |mNARS|mNARS |[mNAR7 | mNARS mNARS mNAR10 ctrl bk
D mNAR1 mNAR2 |mNAR3| mNAR4 |mNARS|mNARS |mNAR7| mNARS mNARS mNAR10 ctrl bk
PLACA VACIA
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1 12
A 0,046 0.048 0,048 | 0,046 | 0,045 0,043 0,043 0.045 0.043 0,044
B 0,046 0,043 0,043 | 0,045 | 0,046 0,043 0,043 0,043 0,044 0.044
Cc
D 0,043 0,043 0,043 0,044 0,043 | 0,045 | 0,045 0,043 0,043 0,044 0,043 0,042
E 0,044 0,044 0,044 0.043 0,043 | 0.045 | 0,045 0,043 0,043 0,043 0.045 0,043
DATOS
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 " 12
A 0,443 0.498 0395 | 042 | 0436 0,437 0,441 0,442 0,605 0,45
B 0,447 0477 04 | 0433 | 0434 0,428 0,441 0,441 061 0,452
C
D 0,069 0,078 0,072 0,072 0,066 [ 0,08 | 0,075 0,068 0,08 0,071 0.8 0,046
E 0,07 0,081 0,073 0,082 0,069 | 0.072 | 0,077 0,069 0,073 0,073 0.819 0,047
RS=4, Data 1 Data2 | Pr d BLK CTRL AA F w mg %H %AR (A) %R SESGO
M1 M1 0,443 0,447 0,445 0,4007| 123464411 97,62 100, 2,38| 4,70 95,88%
M3 M3 0,395 0.4 0,3975 0,3975| 123,464411| 97,22952 99,6 2,38| 4,68 95,49%
M4 4 042 0,433 0,4265 0,4265| 123,464411| 97,32714 99,7 2,38] 5,02 102,36%
MS MS 0,436 0,434 0,435 0.0423| 0810 0,4350| 123,464411| 97,52238 99,9 2,38] 511 104,19% 04
ME M6 0,437 0,428 0,4325 g £ 0,4325| 123,464411 97,22952[ 99,6 2,38 5,09 103,90% i
M7 M7 0,441 0,441 0,441 0,4410/ 123464411 97.52238[ 99,9 2,38| 5,18 105,62%
M8 M8 0,442 0,441 0,4415 0,4415] 123,464411|  98,01048| 1004 2,38] 516 105,22%
M10 M10 0.45 0,452 0,451 0,4510] 123464411  97,52238| 99,9 2,38] 529 108,02%
PROMEDIO | 5,03 102%
RS % 49
Almidon solubilizado
3 las 16 horas Datal |Data2| Pi AAl F w mg %H %AR (B) %R SESGO
mNAR1 mNAR1 0,069 0,07 0,0695 | 0,0230| 123,53| 97,62 100 2,38 0,27 5,51%
mNAR2 mNAR2 0,078 0,081 0,0795 | 0,0330{ 123,53| 97,23 99,6 2,38 0,39 7,93%
mNAR3 mNAR3 0,072 0,073 0,0725 0,0260] 123,53| 97,23 99,6 2,38 0,31 6,25%
mNAR4 mNAR4 0,072 0,082 0,077 0,0305| 12353| 97,33 99,7 2,38 0,36 7,32%
mNARS mNARS 0,066 0,069 0,0675 | 0,0210{ 123,53| 97,52 99,9 2,38 0,25 5,03% 4,58
mNARS mNARS 0,08 0,072 0,076 0,0295| 12353| 97,23 99,6 2,38 0,35 7,09%
mNAR7 mNAR7 0,075 0,077 0,076 0,0295| 123,53| 97,52 99,9 2,38 0,35 7,07%
mNARS mNARS 0,068 0,069 0,0685 | 0,0220| 123,53| 9801] 1004 2,38 0,26 5,25%
mNARS mNARS 0,08 0,073 0,0765 0,0300{ 123,53| 98,01 100,4 2,38 0,35 7,15%
mNAR10 mNAR10 0,071 0,073 0,072 0,0255| 123,53| 97,52 99,9 2,38 0,30 6,11%
ctri ctrl 08 0,819 0,8095 PROMEDIO 0,32 6%
hik hik 0 0nsR 0 na7 0 nass <Tn 0 N2R312NA




Limite de deteccidn

ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12
A blk blk blk ctrl ctrl ctrl 10% 10% 10% 20% 20% 20%
B 30% 30% 30% 40% 40% 40% 50% 50% 50% 60% 60% 60%
c T0% T0% T0% 80% 20% 80% 90% 90% 90% 100% 100% 100%
D 75% T75% 75% blk blk ctrl wirl
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,043 0,043 0,043 0,045 0,044 0,043 0,043 0,044 0,043 0,045 0,043 0,045
B 0,043 0,044 0,043 0,045 0,045 0,044 0,044 0,045 0,045 0,044 0,045 0,045
Cc 0,045 0,044 0044 0,045 0,044 0,044 0,045 0,046 0,045 0044 0,045 0,045
D 0,044 0,043 0044 0,043 0,042 0,045 0,045
DATOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,04 0,042 0,041 0,738 0,754 0,754 0,08 0,081 0,082 0,105 0,107 0,107
B 0,149 0,147 0,148 0,189 0,188 0,183 0,219 0,228 0,227 0,275 0,277 0,283
Cc 0,314 0314 0314 0,34 0,342 0,343 0,394 0,391 0,39 0,433 0,436 0434
D 0,386 0,368 0,382 0,047 0,049 0,827 0,803
%RS 4,9
Data 1 Data 2 Data 3 Promedio AA F w mg %H AR % R
M1 M1* 0,08 0,081 0,082 0,08 0,0400( 133,57079 97,62 100 2,38 0,051 1,04%
M2 M2+ 0,105 0107 0,107 0,11 0,0653| 133,57079 97,62 100 2,38 0,166 3,38%
M3 M3* 0,149 0,147 0148 0,15 0,1070| 133,57079 97,62 100 2,38 0,407 8,31%  |LD tedrico
M4 I4* 0,189 0,188 0,183 0,19 0,1457| 133,57079 97,62 100 2,38 0,739 15,08%
M5 Ms* 0,219 0223 0,227 0,22 0,1837( 133,57079 97,62 100 2,38 1,165 23,77%
MG Me* 0,275 0,277 0,283 0,28 0,2373| 133,57079 57,62 100 2,38 1,806 36,80%
M7 M7 0,314 0,314 0,314 0,31 0,2730| 133,57079 57,62 100 2,38 2,424 49,47%
M7.5 M7 75* 0,368 0,382 0,386 0,38 0,3342[ 122,69939 97,82 100,2 2,38 2,914 59,48% |LD min 50% |
Ma nMa* 0,34 0,342 0,343 0,34 0,3007| 133,57079 97,62 100 2,38 3,051 62,20%
Ma Ma* 0,394 0,391 0,39 0,39 0,3507| 133,57079 97,62 100 2,38 4,003 81,65%
M0 MA0* 0,433 0,436 0,434 0,43 0,3933| 133,57079 97,62 100 2,38 4,989 101,82%
blk blk* 0,04 0,042 0,041 0,04
cirl ctrl* 0,738 0,754 0,754 0,75
blk (7,5) blk* (7,5) 0,046 0,043 0,04
ctrl (7,5) ctrl* (7,5) 0,827 0,803 0,82




ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 [ T ] 9 10 11 12
A 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 1
B T T 8 8 9 9 10 10 blk blk ctrl cirl

PLACA VACIA

1 2 3 2 5 &6 7 ] 5 10 11 12
A | 0,04 | D044 | D044 0,043 0,045 0,045 0,044 0,043 | 0,04 | 0,04 | 0,045 0,045
B | 0040044 [ 0,043 0,044 0,043 0,045 0045 (0,043 004 | 0,04 | 0,048 0,045

DATOS

1 2 3 4 5 [ T ] 9 10 11 12
A | 035 039 | 0384 0,397 0,407 0,432 0,401 0,416 | 036 | 0,38 | 0,351 0,379
B | 0,34 0357 | 0,375 0,385 0,389 0,405 0345 (0363|005 004 077 0,783

Se realizo el ensayo a 75% AR
Desviacion % R
Data 1| Data 2 | Promedio AA F w mg | %H | %AR| %R | Promedio | estdndar | Promedio

M1 M1 0,36 | 0,39 0,3750 0,3305| 127,55102| 98,01048 | 100,4 | 2,38 | 2,990 | 61,05%
M2 | M2 | 0384 | 0,387 | 0,3905 0,3460| 127,55102| 97,91286 | 100,3 | 2,38 | 3,134 | 63,95%
M3 | M3 | 0407 | 0,432 | 0,4185 0,3750| 127,55102| 97,52238( 99,9 | 2,38 |3,410|69,59%
M4 | M4 | 0401 | 0,418 0,4085 0,3640| 12755102 97,1319 | 995 | 2,38 (3,323 |67,B2%
M5 | M5 | 0355 | 0,379 0,3675 0,3230| 127,55102( 98,01048 | 1004 | 2,38 2,925 | 59,61% 208 0,21 60,87%
MG | WG | 0,361 | 0,375 | 0,3700 0,3255| 127,55102| 97,32714 | 99,7 | 2,38 | 2,966 | 60,55%
M7 | M7 | 0,341 | 0,357 | 0,34%0 0,3045| 127,55102| 57,1319 | 99,5 | 2,38 | 2,780 | 56,74%
M8 | M8 | 0375 (0,386 | 0,3B05 0,3360| 127,55102| 97,22852 | 99,6 | 2,38 | 3,065 | 62,54%
M3 | M9 | 0389 | 0,405 0,3970 0,3525| 127,55102( 9771762 | 100,1 | 2,38 |3,199 | 65,29%
MA10| M10 | 0,345 | 0,383 0,3545 0,3100| 12755102( 98,01048 | 1004 | 2,38 | 2,B05|57,24%
cirl | ctrl | 0,045 | 0,043 | 0,0445
Blk | blk 0,77 | 0,793 | 0,7840




Limite de cuantificacion

ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12
A blk blk blk ctrl ctrl cirl 10% 10% 10% 20% 20% 20%
B 30% 30% 30% 40% 40% 40% 50% 50% 50% 60% 60% 60%
C T0% 70% 70% 80% 80% 80% 90% 90% 0% 100% 100% 100%
D 75% 75% 75% blk blk ctrl virl
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,043 0,043 0,043 0,045 0,044 0,043 0,043 0,044 0,043 0,045 0,043 0,045
B 0,043 0,044 0,043 0,045 0,045 0,044 0,044 0,045 0,045 0,044 0,045 0,045
C 0,045 0,044 0,044 0,045 0,044 0,044 0,045 0,046 0,045 0,044 0,045 0,045
D 0,044 0,043 0,044 0,043 0,042 0,045 0,045
DATOS
1 2 3 4 5 ] T 8 9 10 11 12
A 0,04 0,042 0,041 0,738 0,754 0,754 0,08 0,081 0,082 0,105 0,107 0,107
B 0,149 0,147 0,148 0,189 0,188 0,183 0,219 0,228 0,227 0,275 0,277 0,283
C 0,314 0,314 0,314 0,34 0,342 0,343 0,394 0,391 0,39 0,433 0,436 0,434
D 0,386 0,368 0,382 0,047 0,049 0,827 0,803
RS 4,9
Data 1 Data 2 Data 3 Promedio AA F w mg 9%H %AR % R
WA M1* 0,08 0,081 0,082 0,08 0,0400| 133,57079 97,62 100 2,38 0,051 1,04%
M2 2= 0,105 0107 0,107 0,11 0,0653| 133,57079 97,62 100 2,38 0,166 3,38%
M3 M3* 0,149 0147 0,148 0,15 0,1070| 133,57079 97,62 100 2,38 0,407 8,31%
M4 I4* 0,189 0,188 0,183 0,19 0,1457| 133,57079 57,62 100 2,38 0,739 15,08%
Ma M5* 0,219 0,228 0227 0,22 0,1837| 133,57079 57,62 100 2,38 1,165 23,77%
MG ME* 0,275 0,277 0,283 0,28 0,2373| 133,57079 57,62 100 2,38 1,806 36,80%
M7 M7= 0,314 0,314 0,314 0,31 0,2730| 133,57079 97,62 100 2,38 2,424 45,47%
M7.5 M7 75* 0,368 0,382 0,386 0,38 0,3342| 122,65935 97,82 100,2 2,38 2,914 59,48%
Ma Ma* 0,34 0,342 0,243 0,34 0,3007| 133,57079 97,62 100 2,38 3,051 62,26%
e 9= 0,394 0,391 0,29 0,29 0,3507| 133,57079 97,62 100 2,38 4,003 81,69%
W10 M10* 0,432 0,436 0,434 0,43 0,3933| 133,57079 97,62 100 2,38 4,989 101,82%
blk blk* 0,04 0,042 0,041 0,04
ctrl cirl* 0,738 0,754 0,754 0,75
blk (7,5) blk* (7,5) 0,046 0,043 0,04
ctrl (¥,5) cirl* (7,5) 0,827 0,803 0,82

LC tedrico

LC min 70%



ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 & 7 2 ] 10 11 12
s | 1 1 2 2 3 3 cerl ctrl | bik | bik
B | 4 4 5 5 6 6 ctrl crl | blk | bik
c| 7 7 g g 10 10 cerl cerl | blk | bik
D| 11 11 12 12 13 13 ctrl crl | blk | bik
E B ] cerl cerl | blk | bik
F | 14 | 14 15 15 16 16 ctrl crl | blk | bik
PLACA VACIA

1 2 3 4 5 g 7 B g 10 11 12
& |0043 | 0043 | 0045 | 0045 | 0045 0,045 0,045 | 0,045 | 0,04 [ 0,045
B |0,045| 0045 | 0,043 | 0044 | 0,043 0,045 0,044 | 0,045 | 0,05 | 0,044
C (0043|0044 |0045| 0045 | 0,045 0,044 0,043 |0045 | 0,04 0,044
D (0,045 | 0044 | 0044 | 0044 | 0,045 0,045 0,043 | 0044 | 0,04 D043
E |0,044 | 0,043 0,44 |0044| 0,04 |0042
F |0045| 0046 | 0045 | 0044 | 0,044 0,042 0,043 | 0,043 | 0,04 0,043

DATOS

1 2 3 4 5 & 7 2 ] 10 11 12
& |0467 | 0476 | D462 | 0475 | 0467 0,462 0,282 | 087 | 0,05 | 0,05
B |04275| 048 | 0463 | 0464 | 0,487 0,404 0,243 | 0,86 | 0,05 | 0,046
C |0454| 0443 | 0431 | 0455 | 0,443 0,445 0,85 | 0,84 | 0,05 0,040
D (0386|0382 | 0397 | 0394 | 0384 0,39 0,736 |0754 | 0,04 (0,021
E |0,434 | 0,456 0,868 | 0,861 | 0,05 |0,046
F |0382| 0386|0397 0394 | 0389 0,39 0,738 |0754| 0,04 | 0042




%R 490
%Recuperaci| promedio | Desviacion |¥Recuperaci
Data 1| Data 2| Promedio AA F w mg | %H | %AR an %AR Standard an

M1 M1 0,467 | 0475 04715 0,4220| 114 1552511| 9762 100 | 2,382 | 4117 B4,02%
Mz | M2 | 0462|0475 | 04885 | paiso| 1141552511) 9771762 | 1001 2,38 | 4,084 | B3 34%
M3 | M3 | 0467 | 0482 04545 0,4150| 114,1552511| 97,32714| 99,7 | 2,38 | 4,061 B2,88%
ctrl | ctrl 0832 | 087 0,876

blk blk 0,045 | 0,05 0,0455

M4 | M4 | 0475 | 0,48 04775 0,4310| 117,4358121|97,71762 | 1001 | 2,38 | 4,322 BH,20%
WS M5 0,483 | 0454 04835 0,4170| 117,4398121|97,32714| 99,7 | 2,38 [ 4,198 85,67%
WM& | WM& | 0487 | 0,454 04805 0,4440| 117,4398121| 97,2115 | 995 | 2,3 [ 4475 91,33%
ctrl | etrl | 0,243 | 0,88 0,2515

blk blk 0,047 | 0,048 0,0485

WM& | Mg | 0,434 | 0456 0,445 0,3990 115,6738 097,72 100,11 2,38 | 3,841 20,42%
ctrl | ctrl | 0,045 | 0,045 0,045

blk blk 0,263 | 0,881 0,2845

W& M3 0,454 | 0443 0 4485 0,4000| 118,3431953( 98,1081 | 1005 2,38 | 4,026 100,56% 4024 0,076 B3,44%
k] [Ah:] 0,431 | 0,455 0,443 0,3945| 1183431953 97,62 100 | 2,38 | 3,990 B1,43%
MA0| K10 | 0,443 | 0,445 0,444 0,3955| 118,3431953( 98,1081 | 1005 | 2,38 | 3,980 B1,23%
blk blk 0,043 | 0,045 00485

ctrl | ctrl 0,85 0,84 0,845

M11| W11 | 0,386 | 0,389 0,3875 0,3460| 1342281879 9762 100 | 2,38 | 3,969 B1,00%
M12| W12 | 0,397 | 0,384 0,3955 0,3540| 134 2281879 9762 100 | 2,38 | 4,061 B2,B8%
M13| M13 | 0,39 | 0,384 0,387 0,3455| 134 2281879 9762 100 | 2,38 | 3,965 B0,B9%
blk | bk |o0042 | 0041 | 00415

ctrl | ctrl | 0,736 | 0,754 0,745

M14]| M14 | 0,381 | 0,385 0,383 0,3420| 1340422574 97,72 100,11 2,38 | 3,014 79,88%
M15| W15 | 0,382 | 0,385 0,3935 0,5525| 134,0482574| 97,62 100 | 2,38 | 4,038 B2,42%
M16| W16 | 0,388 | 0,39 0,3895 0,3485| 1340482574 9762 100 | 2,38 | 3,993 81,48%
blk| bik* | 0,04 | 0042 | 0,041

cerl | cer1 | 0738 [ 0,754 | 0,748




Linealidad

Nivel Bajo

ESQUEMA EN PLACA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10] 11 12
A blk blk 0 0 0 [o15|015|015] 025 [025]025
B 05 05 075 | 075 |075] 1 1 1 ad | ad
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 1011 12
A | 0,044 | 0043 [0,045] 0,044 [0,045] 0,046 | 0,045 |0,045] 0,044 | 0,04 [0.045
B 0,044 0,044 | 0,044 | 0,045 |0,043|0,046 | 0,046 |0,045|0,043| 0,05
DATOS
1 2 3 4 5 B 7 8 g [10 ] 11 12
A 0049 | 005 [0047] 0049 | 0050147 {0,149 ]0.148[0.222 | 0,22 [0.221
B | 0434 | 0438 | 044 | 0652 [0.659]|0.658 [0.882 | 0,87 {0,035 | 0,04
Curva de calibracion de la glucosa # 1
Bik: 7 0,0495
yabs Linealidad-Curva de Glucosa
x mg/ml | 510 nm 0827
0,000 | -0,001 '
0,150 | 0,099 e
0,250 | 0,172 0,607 .
0,500 | 0,388 = "
0,750 [ 0,607 = 0,388
1,000 | 0,827 g e v = 0,8388x - 0,022
= 0,092 . R==0,9982
0,172 ..~
e
o
010 020 030 040 050 060 070 080 080 1,00

Concentracion de glucosa mg/ml

PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
A bk blk 0 0 0 015 | 015 | 015 | 025 [ 025 | 025
B[ 05 0.5 075 | 075 | 075 1 1 1 ad ad
ESQUEMA EN PLACA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0045 | 0044 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,043 | 0,044
B 0,044 | 0,045 | 0,044 [ 0,045 | 0,045 | 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,045 0,045
DATOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0046 | 0047 | 0,044 | 0045 | 0,046 | 0,125 0,128 | 0,124 | 0,215 0,268 | 0.216
B [0421 | 0424 | 0426 0,634 | 0,637 |0,639|0,843 | 0,86 |0,037] 0,037
Curva de calibracion de la glucosa # 2
Blk: 70,0465 . )
Linealidad-Curva de Glucosa
yabs
0,90 0.
510nm : ¥ =0,8187x - 0,0222 0,8050
0,0000 [ -0,0015 0,80 R*=0,3978 -2
0,1500[ 0,0792 0,70
0,2500| 0,1865 0,60 L
0,5000( 0,3772 3 0,50 0,3772
s " 0,5802
0,7500| 0,5902 8 040
g - 0,1865 -
1,0000[ 0,8050 & ga0 .
30
0,20 -
-0,0015
0,10 =
0,00 g 0,0792
~,100:00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Concentracion de glucosa mg/ml



ESQUEMA EN PLACA ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "
A blk blk 0 0 0 [ 015|015 (015|025 (025025 A blk blk 0 0 0 015 | 015 | 015 | 025 | 0,25 | 0,25
B 0,5 0,5 075 | 075 | 0,75 1 1 1 ad ad B 0,5 0,5 0,75 | 0,75 | 0,75 1 1 1 ad ad
PLACA VACIA PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 | 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 il
A | 0,044 0,043 | 0,045 0,044 (0,045)|0,046 | 0,045 (0,045| 0,045 | 0,04 |0,045 A 0,044 | 0,043 | 0,045 | 0,044 | 0,045 | 0,046 |0,045| 0,045 | 0,045| 0,044 | 0,05
B | 0,044 0,044 (0,044 | 0,045 (0,043]0,046|0,046|0,045|0,043 | 0,05 B 0,044 | 0,044 | 0,044 [ 0,045]0,043 | 0,046 | 0,046 | 0,045 (0,043 | 0,045
DATOS DATOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 011 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i
A | 0,046 | 0,046 [ 0,047 0,049 (0,043]0125)0128)0,127|0,228 | 0.21 (0,214 A 0,043 | 0,049 | 0,045 [ 0,043 ]0,048 | 0,175 {0,175 0,175 [ 0,201| 0,205 | 0.2
B 0,42 0422 [0425| 0,634 | 0,630,636 0,868 |0,861|0,035 0,04 B 0,399 | 0,39 | 039 | 059 |0/594 | 0,595 (0,812 0,824 (0,036 | 0,035
Curva de calibracion de la glucosa # 3 Curva de calibracion de la glucosa #4
Blk:”_0,046 Linealidad-Curva de Glucosa Blk: 0,0485 Linealidad-Curva de Glucosa
x mg/ml Ebs 510 nm 090 x mg/mjbs 510 nm 0,85
0,0000 [ 0,0023 :-:s:- . 0,0000 | 0,0000 075 .
0,1500 | 0,0807 070 0,1500{0,1265 0,65
0,2500 | 0,1717 o :-:5:- . 0,2500(0,1548 o 055 -
0,5000 | 0,3763 £ 050 0,5000 [ 0,3445 £ a5 i
0,7500 | 0,5873 5 040 0,7500[0,5445 S 0 e )
1,0000 | 0,8185 3 3 o ®y=0,8288- 0,066 1,0000 10,7695 g \"=0,';5:§’L 931014
s r R*=0,9967 v s
0,20 '_..-' 015 .b
0,10 ‘ 0,05 L
0,00 & 003 5y 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00

0,00 0,100,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 .
Concentracion de glucosa mg/ml
Concentracion de glucosa mg/ml



ESQUEMA EN PLACA

ESQUEMA EN PLACA

1 2 & 4 & i) i 2 g 10 11 12 1 2 & 4 5 G T g 2 10 11 12
A bik blk i} i} a 015 | 015 | 015 | 025 | 0.25) 0.25 A bl bik i} o] o 015 (015 015 | 025 | 25 | 025
B 0.5 o5 05 075 | 075 | 075 1 1 1 ad ad B 0.5 0.5 0,75 0,75 0,75 1 1 1 =d ad
PLACA VACIA PLACA VACIA
1 2 k) 4 5 8 T 2 2 10 11 12 1 2 k) 4 5 [} T g b 10 11 12
A 0,044 0,043 | D045 | 0044 | 0,045 0,045 0045 0,045| 0,045 | 0,04 (0,045 A 0,044 0,043 0,045 | 0044 | 0045 | 0045 | 0045 0,045 | 0,045 0,044 | 005
B | 0,044 0044 | 0,044 | 0045 |0,043( 0,046 0,048|0.045| 0,043 | 0,05 E] 0044 | 0044 | 0044 | 0045 | 0042 0,045 [ 0,046| 0,045 | 0,042 | 0,045
DATOS DATOS
1 z ] 4 5 a8 7 2 o w1 | 12 1 2 ] 4 5 5 T El o 10 1| 12
A 00#1 0042 [o041] o042 [o041| 012 [oaz27]0128] 0,21 [022[0.214 2, 0,04 0,041 004 | 004 [00a1| 042 [ 042|021 ]0101] 0186 [ 0,10
B| 042 0425 | 041 | 054 |0542| 0544 |0.,7268|0.754| 0,025 | 0,04 B 0,377 | 0275 | 0,372 | 0555 | 0555|0561 (0,738 | 0,754 | 0,038 0,037
Curva de calibracion de la glucosa # 5 Curva de calibracion de la glucosa # 6
He 00415 Linealidad-Curva de Glucosa Bl 00408 Linealidad-Curva de Glucosa
v abs
xmg/ml | 510 nm x mg/ml |abs 510 nm
10,0000 | -D,0002 10,0000 | -0,0002 -
10,0872 0,1500 | 0,0798 }
10,1718 = - 10,2500 | 01475 = v
03762 0,5000 | 03342 5
0,5005 0,7500 | 05188 : e -
10,7035 1,0000 | 0,7055 = =




Nivel Medio

ESQUEMA EN PLACA
1 2 2 4 5 6| 7| & o | 10| 1 12
A bl blk [ 0 0 015 015] 015 [ 025 025 | 025
B 05 05 075 | o078 | 078 1 1 1 | =d | =
PLACA VACIa
1 2 2 4 5 6| 7 g o | o] 1 12
A | 0044 | 004z | 0045 | 0044 | 0045 |0.048]0045) 0045 |0,045] 0,044 | 0,045
B 0044 | 0044 | 0044 | 0045 [ 0042 [0.046(0046| 0,045 [0.043] 0.045
DATOS
1 2 2 4 5 6 | 7| & 2 [ 0] 1 12
A | oz op4s | 0045 | 0045 | 0045 | 014 [0938) 0139 | 021 ] 0208 021
z 0,41 o411 | o412 | 082 | 0817 [0818]0816 0825 [0.025] 0027
Curva de calibracidn de la glucosa # 1
Bk 004 Linealidad-Curva de Glucosa
¥
abs 510 .
x mg/ml nm -
0,0000 | 0,0010 14
04500 | 01187 -
02500 | 0850 3
0,5000 | 03870 E
07500 | 05747
10000 | 0,775

PLACA VACIA

1 2 3 4 5 B 7 8| 8| 1| 1| 12
& ik blk 0 0 0 0,15 015 |oi5{o025| 025] 025
B 05 0.5 075 | 075 | 078 1 1 1 | ad | ad

ESQUEMA EN PLACA
2 3 4 5 B 7.8 8 M w12
A 0045 | 0044 | 0045 | 0045 | 0045 | 0044 | 0044 [0044|0045| 0043 ] 0,044
B 0044 | 0045 | 0044 | 0045 | 0045 | D044 | 0044 |0.045(0045| 0045
DATOS
2 El 4 5 | G O e |
A 0045 | 0045 | 0048 | 0045 | D046 | 012 0121 |0.118) 0,21 | 0,205] 0.204
B 0402 | 0405 | 0401 | 0603 | 0B01 | 0B02 | 0804 0203|0029 0028
C
Curva de calibracién de la glucosa # 2
Bik: 00455 Linealidad-Curva de Glucosa
¥
abs 510 4
nm

0,0000 | 00002 ra

01500 | 0,045 .

0,2500 | 0,608 g g4

05000 | o3sm W

0,7500 | 05585

1,0000 | 07580 i




1 E 3 4 5 ] 7 E o 10 1 12 1 H 3 4 5 ] 7 B o 10 1 12
bli blk ] [i o0 [015] 015 [ois5 [ o025 | o35 | ozs A blke bl o o 0 |o15| 015 | 015 | 026 | 025 | 035
05 0.5 0.75 0,75 0.75 1 1 1 ad | =d E 0.5 05 0.75 0.75 0.75 1 1 1 ad | ad
PLACA VACIA PLACA vACla
1 E 3 4 5 G 7 5 g 10 11 iz ] 1 H 3 4 5 8 7 ] g 10 11 12
0,044 0,043 0,044 | 0045 | 0,046 0,045 | 0,044 | 0.045 | 0.045 A 0044 | 0,043 0,044 0,045 |0,045|0,045| 0,045 0,045 | 0,044 | 0,045
0,044 0,044 0044 | 0045 | 0042 |0.048[0.048] 0.045 (0042|0045 | B 0044 | 0044 | 0044 | 0045 0,042 [0.0498|0.048] 0.045] 0.042] 0.045
DATOS DATOS
1 2 3 4 5 [ 7 g ] 10 1 12 1 H 3 4 5 8 7] = ] 10 11 12
0.042 0,040 048 | op4e |[oo4s|one| ons [oa22|0z205] 0201 | 0208 & 0,7 | 0047 0,048 0042 |o0.04e] o1 0.115] 0121 0.205 | 0.201 [0.208
0.405 0,400 0,407 | 0.813 | 0615 | 0616|0515 0,815 | 0,036| 0.038 E 0,405 | 0,400 0.4 0,613 0,615 |0617| 021 0813 0.036] 0.36
Curva de calibracion de la glucosa # 3 Curva de calibracidn de |a glucosa # 4
0,0485 Linealidad-Curva de Glucosa Bl 0047 ) o R
xmg/ml | abs 510 nm | x mg/mi labs 510 nm Linealidad-Curva de Glucosa
0,0000 | -p,0002 0,0000 | 00017
0,1500 | 0,089 . 0,1500 | 00710 e
02500 | 01882 o 0,2500 | 01577 .
0,5000 | 03585 - = 05000 | 03577
07500 | 05662 : o 07500 | 05680 4
1,0000 | 07665 Z e 1,0000 | 07645
.
L £




ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 B 7 8 o 10 11 12
A blk blk [ 0 o |o145| 045 [ 045] 025 [ 025 | 028
B 0.5 0.5 0,75 0,75 0,75 i 1 1 ad ad
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 E] 7 ] 2 10 11 12
A 0.044 0,043 0.045 [ 0044 |0045[0.048] 0,045 [0,045] 0,045 0,044 [ 0.045
B 0.044 0,044 0044 | 0045 | 0042 | 0045 0,045 | 0,043 | 0,045
DATOS
1 2 3 4 5 8 7 8 [ 10 11 12
A 0.044 0,045 0.045 | 0046 |0048| 0,14 | 0130 [0.141] 0208 | 0200 | o211
] 0,412 0,411 0411 | 0610 | 0817 | 082 [0212] o228 [0035| 0028
Curva de calibracion de la glucosa # 5
Bilk: 0,0445 Linealidad-Curw,
yabs
xmgfml | 510 nm
0,0000 | 00012
0,1500 | 00355
02500 | 01848
05000 | 03668
07500 | 05742 4
1,0000 0,7785

1 2 E 4 5 8 7 8 [ 10 11 12
A bik bk o o 0 |noi5|015]| 015 [ 025 | 025 | 025
B 0.5 0.5 0,75 .75 1 1 1 ad ad
ESQUEMA EN PLACA
2| 3 4 5| B 7l 8 [ 10 1] 12
A 0,045 | 0,044 0.045 0045 [0.045(0.044] 0044 | 0,044 ]| 0,045 | 0.043 [0.044
B 0,044 | 0,045 | 0,044 0.045 0,045 [0,044]| 0,044 0,045 | 0,045 | 0,045
DATOS
2] 3 4 5| 8| 7] 8 2 10 1] 12
A 0,048 0,044 0.045 0.045 0.045|0125( 0.121] 012 | 0,211 | 0,205 |0.204
=l 0404 | 0405 | 0408 0.604 0,605 [0.602| 0804 0,801 0,035 | 0,087
[+
Curva de calibracion de la glucosa # 6
Bk 0,0450 Linealidad-Curva de Glucosa
¥
abs 510
nm
-0,0005
0,0765
0,1612
0,355
05582
0,7570




ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 11 12
A bik blk ] 0 0 0,15 0,15 0,15 0,25 0,25 0,25
B 0,5 0.5 0,75 0,75 0.75 1 1 1 ad ad
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 -] 7 8 9 10 11 12
A 0,044 | 0,043 0,045 | 0044 | 0045 0,045 0,045 0,045 [ 0045 0,044 | 0,045
B 0.044 0,044 0.044 0,045 0,043 0,044 0,046 0,045 0,043 0,045
DATOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0046 | 0048 0,045 | 0.045 | 0,046 0.14 0,137 0139 | 0203 0,206 | 0,199
B 0405 | 0408 | 0404 | 081 0604 | 0,606 0,781 0,838 0033 | 0,037
Curva de calibracién de la glucosa # 1
Blk: 0,047 Linealidad-Curva de Glucosa
¥
abs 510
nm
-0,0017
0,1557
0,3587
0,5597

0,7625

Nivel Alto

Elk:

ESQUEMA EN PLACA |
1 2 3 4 5 6 7 & E] 10 11 12
blk blk 0 0 1] 0,15 0,15 015 0,25 025 | 025
05 05 0,75 0,75 075 1 1 1 ad ad

PLACA VACIA

4 5 6| 7 8| ] 10 1 12|
0,045 0,044 0,045 0045 | 0.045 (0,044 0044 [ 0.044 | 0,045 | 0,043 | 0.044
0,044 0,045 0,044 0,045 0045 | 0,044 [ 0,044 ] 0045 | 0.045 | 0.045

DATOS

4 2 G| 7 & 9 10 1 12]
0,045 0,047 0,048 0045 | 0.046 [ 0123 0124 [ 0121 | 021 | 0.204 | 0.207
0.41 0,413 0412 0,619 062 | 0618) 0,81 | 0.835 | 0.039 | 0.038

Curva de calibracitn de la glucosa # 2
Linealidad-Curva de Glucosa

0,046
0,0000
0,1500
0,2500
0,5000
0,7500
1,0000




ESQUEMA EN PLACA ESQUEMA EN PLACA
1 Z 3 3 5 3 7 5 B 0 [ 12 1 2 3 [ 5 § 7 3 ] 0] 1 12
A bk blk [ 0 [ 0,15 0,15 0,15 0,25 025 | 025 A bk [ 0 0 0 015 | 015 | 015 | 025 | 025 | 025
B 05 05 075 | 075 075 1 1 1 ad ad B 05 05 075 | 075 | 075 1 1 1 ad ad
PLACA VACIA PLACA VACIA
1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 1" 12 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 " 12
A 0.044 0,043 0,045 0.044 0,045 0,046 0,045 0,045 0,045 0,044 0,045 A 0,044 0,045 0.045 (0,044 | 0045 | 0045 | 0045 [ 0,045 [ 0.045( 0.044 [ 0044
B | 0044 | 0043 | 0044 | 0045 | 0043 | 0046 | 0046 | 0045 | 0043 | 0,045 B 0044 | 0044 | 0044 | 0,045 0,043 0044 | 0045 | 0045 | 0043 | 0,045
DATOS DATOS
1 2 i 4 5 B T 3 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 T L] 9 10 " 12
A 0.0456 0,047 0,045 0.049 0,043 0,12 0,118 0,119 02 0,197 0,202 A 0,045 0,043 0.046 | 0,045 | 0045 | 0141 | 0137 | 0,139 [ 0203 | 0,205 02
B 0,396 0,399 0,385 0,595 0.584 0,596 0,781 0,794 0,039 0,038 B 0,405 0,406 0,404 061 | 0604 | 081 0,779 839 | 0,039 | 0.03%
Curva de calibracién de la glucosa # 3 Curva de calibracién de la glucosa # 4
Bk . . ~ Elk: 0,048
Linealidad-Curva de Glucosa y abs Linealidad-Curva de Glucosa
xmg/ml | 510 nm 0,50 .
0,0000 - o
0,1500
0,2500
0,5000
, 7500

1,0000




ESQUEMA DE PLACA
1 2 3 [ 5 3 7 B E] 10 11 12
A blk blk 0 0 0 0,15 0,15 0,15 0,25 0,25 0,25
B 0,5 0,5 0.75 0,75 075 1 1 1 ad ad
PLACA VACIA

4 5 6 7 3 9 10 11 12
A ] opas | o044 0045 | 0045 | 0045 | D044 0044 [ 0044 | 0045 | 0043 | 0044
B | oo44 | 0045 | 0044 | 0045 | 0045 | 0044 | 0044 0045 | 0045 | 0045

DATOS

4 5 6 7 5 3 10 11 12
A | 0046 | 0048 0045 | 0.046 | 0045 | 0121 0124 | 0122 | 0206 | 0204 | 0.207
B | 041 [ 0413 [ oz | 0619 | 0623 [ 0618 [ 0812 0835 | 0039 | 00338

Curva de calibracién de la glucosa # 5

Bk 0,047 Linealidad-Curva de Glucosa

1 2 z 4 5 6 7 3 9 10 11 12
A blk blk 0 (1] 0 0,15 0,15 | 015 | 025 025 0,25
B 0,5 0,5 073 0,75 075 1 1 1 ad ad
PLACA VACIA
1 2 3 4 3 ] T & 9 10 1 12
A 0,044 0.043 0,045 | 0044 | 0045 | 0045 [ 0045 [ 0.045]| D.045( 0,044 0,045
B 0,044 0044 | 0044 0,045 [ 0043 | 0.045 | 0.045 | 0,045 [ 0.043| 0,045
DATOS
1 2 B 4 3 L] 7 & 9 10 11 12
A 0,047 0,047 0,045 | 0045 | 0.047 | 0119 [ 0,118 [ 0,119 D.205| 0,204 0,203
B 0,399 0,399 | 0395 ) 0,585 | 0595 | 0.599 | 0.7&4 | 0,797 [ 0.039| 0,035
Curva de calibracién de la glucosa # 6
Blk: 0,047 Linealidad-Curva de Glucosa
y abs
510 nm
10,0000
10,1003
01570
0,3517
0,5503

0,7435




Intervalo de trabajo

Rango bajo
ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 G r ) 9 10
A 1 1 2 2 3 3 ctrl ctrl bk bk
E 4 4 5 5 [ G ctrl ctrl bk bk
'H 7 7 9 2] 10 10 ctrl ctrl blk bk
D 11 11 12 12 13 13 ctrl ctrl bk bk
E 8 8 ctrl ctrl bk bk
F 14 14 15 15 16 16 ctrl ctrl blk bk

PLACA VACIA

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
A 0,043 0.043 0045 0,045 0,045 0,045 0,045 0.045 0,044 0,045
E 0,045 0.045 0,043 0,044 0,043 0.045 0.044 0.045 0.045 0.044
G 0,043 0.044 0045 0,045 0,045 0,044 0,043 0.045 0,043 0,044
D 0,045 0.044 0,044 0,044 0,045 0,045 0,043 0.044 0,044 0,043
E 0,044 0.043 0.44 0.044 0.044 0.042
F 0,045 0.046 0,045 0,044 0,044 0,042 0,043 0.043 0,043 0,043

DATOS

1 2 3 4 5 G r ) 9 10
A 0,467 0476 0 462 0,475 0 467 0.452 0,352 0.87 0.049 0,05
E 0,475 0.43 0 463 0,464 0,437 0494 0,543 0.86 0,047 0,045
= 0,441 0,431 0419 0,442 0,433 0,43 Q.55 0.84 0,045 0,049
D 0,386 0389 03497 0,394 0,384 0.39 0.736 0.754 0,042 0,041
E 0,434 0,456 0,565 0,361 0,046 0,045
F 0,384 0.386 0,397 0,304 0,389 0,39 0.735 0.754 0.04 0,042




Exactitud

Datal Data 2 Promedio AA F w mg %H %AR %R
M1 M1 0,467 0476 04715 0,4220| 114,1552511 97,62 100 2,38 4,117 102,42%
M2 M2 0,462 0475 0,4685 0,4190| 114,1552511| 97,71762 100,1 2,38 4,084 101,59%
M3 M3 0,467 0.462 0,4645 0,4150| 114,1552511| 97,32714 99,7 2,38 4,061 101,02%
ctrl ctrl 0,882 0.87 0,876
bk blk 0,049 0.05 0,0495
M4 4 0,475 0.48 04775 0,4310| 117,4398121| 97,71762 100,1 2,38 4,322 107,50%
M& M5 0,463 0.464 0,4635 0,4170| 117,4398121| 97,32714 99,7 2,38 4,198 104,43%
MG M6 0,487 0,494 0,4905 0,4440 117,4398121 97,2115 99,5 2,3 4,475 111,32%
ctrl ctrl 0,843 0,86 0,8515
blk blk 0,047 0,046 0,0465
M8 M8 0,434 0456 0,445 0,3990 115,6738 97,72 100,1 2,38 3,941 98,02%
blk blk 0,046 0,046 0,046
ctrl ctrl 0,868 0,861 0.8645
& M8 0.441 0431 0,436 0,3875 122,2493888| 98,1081 100,5 2,38 4,028 100,64%
M3 M9 0,419 0.442 0,4305 0,3820| 122,2493888 97,62 100 2,38 3,991 99,28%
M10 M10 0,433 0.43 0,4315 0,3830| 122,2493888| 98,1081 100,5 2,38 3,982 99,05%
blk blk 0,048 0,049 0,0485
ctrl ctrl 0,812 0,824 0,818
W11 M11 0,386 0,385 0,3875 0,3460 134,2281879 97,62 100 2,38 3,969 98,74%
M12 M12 0,397 0,394 0,3955 0,3540|  134,2281879 97,62 100 2,38 4,061 101,02%
M13 M13 0,39 0,384 0,387 0,3455 134,2281879 97,62 100 2,38 3,963 98,59%
blk blk 0,042 0,041 0,0415
ctrl ctrl 0,736 0,754 0,745
M4 M14 0,381 0,385 0,383 0,3420| 134,0482574 97,72 100,1 2,38 3,914 97,37%
M15 M15 0,392 0,395 0,3935 0,3525 134,0482574 97,62 100 2,38 4,038 100,46%
M16 M16 0,389 0,39 0,3895 0,3485 134,0482574 97,62 100 2,38 3,993 99,32%
blk blk 0,04 0,042 0,041
ctrl ctrl 0,738 0,754 0,746
Valor min 4,02




Rango alto

ESQUEMA EN PLACA

1 2 ol 4 3 6 7 i 9 10 " 12
A 1 1 2 2 3 3 4 4 3 3 i i
B 7 7 blk bk cirl ctrl 1 1 2 2 3 3
c bk blk cirl ctrl 4 4 5 5 6 6 7 7
D bolk blk cirl ctrl 1 1 2 2 3 3 4 4
E 5 5 B 6 blk blk ctrl cirl 7 7 8 8
F bolk blk cirl ctrl 1 1 2 2 3 3 4 4
G 5 5 B 6 7 7 8 3 bk bk cirl cirl
H

DATOS

1 2 ) 4 3 & i 3 9 10 " 12
A 0.043 ( 0044 | 0.045 0,045 0,045 0.044 0.045 0,044 0.0453 0.044 ( 0.043 | 0,044
B 0.044 ( 0044 | 0.044 0,044 0,044 0.044 0.044 0,044 0.044 0.044  0.044 | 0,045
c 0.044 ([ 0044 | 0.043 0,044 0.044 | 0044 0.044 0,044 0.045 0.044  0.044 | 0,045
D 0.042 ( 0043 | 0.044 0,044 0,044 0.044 0.044 0,044 0.044 0.044 ( 0.043 | 0,045
E 0.044 [ 0044 | 0.045 0,044 0.044 | 0044 0.044 0,044 0.044 0.045 | 0.044 | 0,045
F 0044 | 0044 | 0.044 0.045 0,044 | 0.044 0.044 0,044 0.044 0.044 | 0.044 | 0,045
G 0.043 ( 0044 | 0.044 0,044 0,044 | 0044 0.044 0,044 0.044 0.044  0.044 | 0,045
H

DATOS

1 2 3 4 3 6 T 3 9 10 " 12
A 0417 | 0445 | 0,364 0,35 0,364 | 0333 0,431 0472 0,445 0,465 | 0.436 | 0,458
B 0415 0435 | 0.048 0,043 0,778 | 0838 0,383 0,397 0.406 0417 | 0383 | 0,394
c 0045 | 0045 | 0.781 0,535 0,457 | 0465 0,421 0,434 0,466 045 | 0,424 (0426
D 0.045 ( 0045 | 0.812 0,336 0,455 [ 0.471 0,421 0,429 0.455 0.472  0.425| 0,446
E 03897 0403 | 0.434 0482 0,045 0.047 0.81 0,835 0.365 0.396 | 0.356 | 0,355
F 0.047 | 0047 | 0.734 0,797 0,47 | 0,439 0,407 0,424 0.357 0372 ( 0.481| 048
G 0383 04 0.356 0,372 0,393 0.403 0.33 0,396 0.046 0.047 [ 0.781 | 0,794
H




Datal Data 2 Promedio AA F W mg %6H %AR % R

M1 1 0,417 0,443 0,4325 0,3855 123,5330451| &3,06685 999 16,85 51,60 81,38%
M2 M2 0,364 033 0,372 0,325 123,5330451| &2 9337 99.3 16,85 4354 558,65%
M3 M3 033 0,364 0,372 0,325 123,5330451| &2 9337 99.3 16,85 4354 558,65%
M4 N4 0,382 0.451 0,417 037 1235330451 &3.2163 100.2 16,85 4937 T7.88%
M5 S 0,472 0,446 0,459 0.412 123,5330451| §2,90055 9.7 18,85 5525 87,15%
M& [ 0,465 0.436 04505 0.4035 123,5330451| &2.9837 99.3 18,85 54,06 85.27T%
M7 M7 0.415 0.435 0,425 0,373 123,5330451| 83,06635 99.9 18,85 50,59 79.80%
blk blk 0,049 0.043 00435

cirl ctrl 0,779 0,529 0,809

Datal Data 2 Promedio AA F W mg HH SAR % R

M1 1 0,383 0,397 0,39 0,342 123,5330451| 834326 100.4 16,85 4563 72.05%
M2 M2 0,406 0,417 0.4115 0,3645 1235330451 832232 100.1 16,85 4869 76,580%
M3 M3 0,383 0,394 0,391 0.344 1235330451 &3.1500 100,00 16,85 46,00 T2.55%
blk blk 0.046 0.043 0,047

cirl ctrl 0.781 0,533 0,8095

M4 N4 0.457 0,463 04625 04165 121 5805471 828174 a9 g 18,85 55,03 86,50%
M5 (X5 0,421 0,434 0,4275 0,3815 1215805471 83 06655 99,9 18,85 50,25 79.27%
MG M6 0,466 043 0,473 0,427 1215805471 8323315 1001 16,85 56,14 88.54%
M7 M7 0,424 0,426 0,425 0,379 1215805471 &2 90055 99 7 16,85 50,03 78,90%
cirl ctrl 0,512 0,526 0,824

blk blk 0,046 0,043 0,047




Data 1 Data 2 Promedio AA F w mg H AR %R

W1 M1 0,455 0,471 04535 0,4175 121,580547 83,4826 100,4 16,85 5472 85 3%
M2 M2 0421 0,429 0,425 0,379 121,580547 | 8358575 100,5 16,85 49 83 78,28%
M3 M3 0,455 0472 0,4535 04175 121,580547 83,15 100 16,85 54 94 35 656%
M4 M4 0,425 0445 04355 0,3885 121580547 829837 99,8 16,85 51,36 31,01%
Ms ME 0,397 0,403 04 0,354 121580547 829837 308 16,85 45 62 T363%
0[] WM& 0,452 0,454 0458 0,412 121580547 8315 100 16,85 5422 8552%
ctrl ctrl 0,81 0,835 08225

blk bilk 0,045 0,047 0,045

W7 M7 0,365 0,396 0,3805 0,3335 126,502214 | 8280055 99,70 16,85 45,80 72,24%
M2 Ma 0,356 0,385 0,3705 0,3235 126,502214 82,8174 99,60 16,85 44 47 70,15%
ctrl ctrl 0,784 0,797 0,7905

blk bilk 0,047 0,047 0,047

Data 1 Data 2 Promedio AA F w mg H AR %R

W1 M1 0,47 0429 04795 0,433 126,884127 | 8358575 100,50 16,85 5822 93,40%
M2 M2 0,407 0424 04155 0,369 126,884127 | 83,30945 100,30 16,85 50,57 78, 76%
M3 M3 0,357 0,372 0,3545 0,318 126,884127 83,4226 100,40 16,85 4353 6866%
M4 M4 0,451 045 04505 0,414 126,884127 8315 100,00 16,85 55,90 85 75%
Ms M 0,393 041 04015 0,355 125,984127 8315 100,00 16,85 4379 76,96%
0] ME& 0,356 0,372 0,354 0,375 126,984127 | 8323315 100,10 16,85 43,60 68,76%
W7 M7 0,393 0,403 0,398 0,3515 126,984127 | 83,08885 99,90 16,85 48,36 76,28%
M2 Ma 0,38 0,396 0,388 0,3415 125,884127 82,9837 99,80 16,85 47,03 7418%
ctrl ctrl 0,781 0,794 0,7875

blk bilk 0,045 0,047 0,0455

Valor max 50,98




Exactitud

Nivel bajo
ESQUEMA EN PLACA
1 2 3 4 3 6
A K1 K1 Blk blk: cirl cirl
B K2 K2 Blk blk: cirl cirl
C I3 I3 Blk blk cirl cirl
D e e Blk ok cirl cirl
E M5 M5 Blk olk cirl cirl
PLACA VACIA
1 2 3 4 5 6
A 0,044 0,044 0,045 0,046 0048 004G
B 0,045 0,045 0,045 0,043 0,043 0,045
C 0,044 0,045 0,044 0,045 0,044 0,044
D 0,043 0,043 0,043 0.044 0,043 0,045
E 0,425 0,43 0,043 0,045 0,736 754
F 0,432 0,44 0,048 0,049 0,85 0,84
DATOS
1 2 3 4 5 6
I 0,49 0,495 0,049 0,050 0,382 0,87
E 0,499 0,495 0,047 0,046 0,843 0,85
C 0,473 0,499 0,046 0,046 0,858 | 0861
D 0,485 0,482 0,048 0,049 0,812 | 0,824
E 0425 0,43 0,042 0,041 0,736 =L
F 0,432 0,44 0,04 0,042 754 738




Data 1 Data 2 Promedio AA F W mg SH HAR %R
M1 M1 0,49 0,495 0,4325 04430 | 114,16 | 97,62 100 738 480 | 9800%
bk bk 0,049 0,05 0,0495
cirl cirl 0,882 0,87 0,876
Mz M2 0,499 0,495 0,497 04505 [11744] 9772 [ 1001 2,38 502 | 102,43%
bk bilk 0,047 0,046 0,0465
cirl cirl 0,843 0,86 0,8515
M3 M3 0,473 0,498 0,486 04400 | 11567 ) 9782 | 1002 2,38 482 | oB44%
blk bk 0,045 0,046 0,096
cirl cirl 0,368 0,861 0,8645
M4 M4 0,485 0,482 0,4835 04330 [12225] 9752 | 100 2,38 5,05 | 103,06%
blk bk 0,048 0,048 0,0485
cirl crl 0,812 0,824 0,818
M5 M& 0,425 0,43 0,4275 03860 [13423] 9733 997 7,38 495 | 10071%
bk bk 0,042 0,041 0,0415
cirl cirl 736 0,754 0,745
M5 ME 0,432 0,44 0,436 03950 [13405] 811 [ 1005 2,38 500 | 10210%
bk bk 0,04 0,042 0,041
cirl cirl 738 0,754 0,746
| Promedio| Limite de
Real XAR Tedrico % Promedio Recupera | Recupera
AR Recuperacidn | Real AR
cldn
#
1 4302 98,00%
2 5,019 102,43%
3 4873 98 44% . .
2 5050 4,90 10500 494 | 100,79% | 98-101%
5 4935 100,71%
E 5,003 102,10%




Nivel medio



ESQUEMA EN PLACA

1 & 3 4 3 Li] 7
A 1 1 cirl cirl lk bilk:
B 2 2 cirl cirl lk bilk:
C 3 3 cirl cirl lk bilk:
D 4 4 cirl cirl lk bilk:
E 3 3 cirl cirl lk bilk:
F i i cirl cirl lk bilk:
PLACA VACIA
1 2 3 4 3 i 7
A 0,044 0.044 0,043 0.045 0.043 0,045
B 0,043 0.044 0,043 0.044 0044 0,045
D 0,045 0.044 0,044 0.043 0,045 0,044
E 0,045 0.045 0,045 0.045 0,045 0,044
F 0,043 0.044 0,043 0.044 0044 0,045
G 0,045 0.044 0,044 0.043 0,045 0,044
DATOS
1 2 3 = 3 il 7
A 0 355 0.396 0,815 0.323 0044 0,045
B 0,354 0,351 0,816 0323 0,043 0,045
G 0,377 0403 0,813 0313 0,045 0,045
H 0,377 0.4 0,81 0.313 0,047 0,047
G 0373 0387 0,801 0.504 0,045 0,044
H 0,379 0380 0,804 0.303 0,045 0,045




Data 1 Data 2 Promedio AA F W mg M HAR % R
M1 M 0,388 0,396 0,392 0,3475 12150663529 | 35,61605 1003 14.64 4439 99.08%
bk bk 0.044 0,045 0,045
cid i 0.518 0,828 0,523
M2 M2 0.284 039 0,338 0,343 | 1212121212 |35.10392| 997 | 14.64 4397 93.14%
bk bk 0.043 0,043 0,045
cid i 0.216 0,816 0,525
M3 M3 0,377 0,403 0,390 0,342 | 123 4567901 |35.01856| 995 | 14.64 4470 99.77%
bk bk 0.048 0,048 0,048
cid i 0,815 0,815 0,815
M4 4 0,377 0,400 0,330 0,3415 | 123 4567901 | 849332 | 995 | 14.64 44 63 99.72%
bk bk 0.048 0,047 0,047
cid i 0,815 0,813 0,510
M5 M3 0,373 0,397 0,385 0.339 | 124 3751095 |85.D1856| 99 5 | 1464 44 53 9963%
bk blk 0,046 0,044 0.046
ot cirl 0,804 0,801 0304
MG 5] 0,379 0350 0380 0,334 | 124 4555072 | 84 9332 | 995 | 14 64 44 05 898.32%
bk bk 0.045 0045 0046
ot ctrl 0.&04 0,803 0304
Promedio] Limite de
Pramedio %
g Real Tedrico | % Recuperacidn Recupera | Recuperacid
Almiddn resistente
citn

1 44 39 44 8 99.058%

2 44 07 44 8 98,38%

3 44 42 44 8 99,16% 1431 58 90% 98-101%

4 44 27 44 8 98,82% ' T ’

5 44 63 44 8 99.63%

b 44 05 44 8 98,32%




Nivel alto

ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 =

A 1 1 ctrl cirl bolk blk:

B 2 2 ctrl cirl bolk blk:

cC 3 3 ctrl cirl bolk ik

D 4 4 ctrl cirl bolk ik

E 3 3 ctr cirl bk blk

F i G ctr cirl bk blk
PLACA VACIA

1 2 3 4 3
A 0.045 0,044 0,045 0,044 0,043 0,045
B 0.045 0,045 0,043 0,044 0,043 0,043
H 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044
D 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,043
E 0,045 0,044 0,045 0,044 0,045 0,043
F 0.045 0,045 0,046 0,045 0,044 0,044

DATOS

1 2 3 4 3
A 0.46 0435 0,046 0,045 0,781 0835
B 0407 0415 0,049 0,045 0,779 0839
c 0458 0.471 0,045 0,047 051 0,835
D 0.45 0459 0,046 0,045 0812 0,336
E 0,393 0,396 0.047 0,047 0,754 0,797
F 0453 0457 0,046 0,047 0,781 0,794




%R 63.4
Data 1 Diata 2 Promedio AA F W mg %H SEAR
M1 M 0,48 0,435 04475 0,4005 98,2 16,85 53,66
ol blk 0.045 0.043 0,047
cirl carl 0.781 0,833 0,2005
Diaita 1 Diata 2 Promedio A A F W mg %H SEAR %A
M2 M2 0.407 0,415 0,411 0,3625 1236083043 832332 100,1 16,85 48 45 75,42%
ol blk 0.048 0,048 00485
cirl cirl 0,77 0,339 0,809
Data 1 Dats 2 Promedio Al F w mg %H AR %R
M3 M3 0,456 0,471 0,4535 04175 121,5805471| 82,8174 53,5 16,85 55,18 B7.01%
cirl cirl 0,045 0,047 0,048
ol blk 0,81 0,835 08225
Diata 1 Diats 2 Promedio Ak F w mg %H AR
14 M4 0,45 0458 0,4585 0,413 121,3582233 3315 100 16,85 54,25
cirl cirl o812 0338 0,824
ol blk 0.046 0,047 0,0465
Data 1 Dats 2 Promedio A F w mg %H AR
M5 M5 0,385 0,2955 0,3485 126,8022138] 3315 100 16,85 772
cirl carl 0.047 0,047
ol blk 0.784 0,7905
Diata 1 Dats 2 Promedio AM F W mg %H AR
Mg M3 0468 0487 04775 0,431 128,954127 | B3,58575 100,50 16,85 5E04
cirl carl 0.045 0,0455
ol blk 0.781 07875

Aaal

Tedrico

% Recuperachin

Promedio %
Almidén resistente

Promedio

Recuperacid
fi

Limite de

Recuperacid
n

1 23,66 53,4 B4, 53%
2 48 .45 53,4 76,42%
3 55,16 63,4 B7,01%
4 54,25 53,4 BS,57%
3 47,72 53,4 75, 26%
5 5E,54 53,4 oz 97H

OE-101%




Repetibilidad & Reproducibilidad

Nivel bajo
ESQUEMA EN PLACA

1 2 3 4 5 6 7 a 9 10
A 1 1 2 2 3 3 ctri cirl blk ke
B 4 4 5 5 & 6 ctri cirl blk bk
C 7 7 9 9 10 10 ctri cirl blk bk
D 11 11 12 12 13 13 et cirl blk bk
E [ ] ctri cirl blk ke
F 14 14 15 15 16 185 ctri cirl blk bk

PLACA VACIA

1 2 3 4 5 g 7 ] g 10
A 0,043 0.043 0,045 0,045 0,045 0,045 0.045 0.045 0,044 0,045
B 0,045 0.045 0,043 0,044 0,043 0,045 0.044 0.045 0,045 0,044
C 0,043 0.044 0,045 0,045 0,045 0,044 0.043 0.045 0.043 0,044
D 0,045 0.044 0,044 0,044 0,045 0,045 0.043 0.044 0.044 0,043
E 0,044 0.043 0.44 0.044 0,044 0,042
F 0,045 0.046 0,045 0,044 0,044 0,042 0,043 0.043 0,043 0,043

DATOS

1 2 3 4 5 6 7 [} g 10
A 0,467 0.476 0,482 0,475 0,467 0482 0.882 087 0.049 0.05
E 0,475 0.45 0,483 0,464 0,437 0,494 0,543 0.86 0,047 0,046
C 0,441 0.431 0,419 0,442 0,433 0,43 0.85 0.84 0,043 0,049
D 0,388 0.339 0,387 0,394 0,334 0.39 0.736 0.754 0.042 0,041
E 0,434 0.456 0,865 0.861 0,046 0,046
F 0,384 0.386 0,397 0,394 0,339 0,39 0735 0.754 0.04 0,042
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¥ AR Bajo
bk de grupos 5
Gran media AR% 4024
Dias
# Corrid
orree 1 2 3 3 5 N
4117103502 14,197973422| 402842963 | 39692026 |3,91414258
4 033751242 3,540553796) 3,991108179 | 4,0650970063 | 4,038347%4
4 060993256 3,981647807 | 3,96346675 |3,99252271 e
Promedic 4 087 4069 4000 3,993 3,982
B 0000796442 10,033132432) 0,00001182 |0,0:02993339 | 0,003945060
5TD 0028221306 |0,182023163) 0,024735001 | 0,054716444 | 0,06280972
Ovigen de fex Varianza 5D Media RSDr RSDR
variaciones
Dentro de los grupas | 0,005536317] 0,0744064
= : 4024301397 1848592793 1887803539
Total 000577157 0,075570




Nivel medio

ESQUEMA EN PLACA

r3

ka
faf e
-
Ll in
d
o
(=)
n E
(=] B

2 3 4 4 ] g

T cirl ctri blk blk 1 2 2 3 3
cirl ok blk 4 4 5 5 8 g T 7
cirl ok blk 1 1 2 2 3 3 4 4

blk

=
=]
=
=
o
S
o
2
o
=

]
ba
ra

[
[

I

s
(&)

]

g ol blk carl ot

TG mim| S| o mf e

ka
[
I
n
L=
i
a
(=]
L=}
=
I

0,045 0,044 0,044 0,042 043 0,045 0,045

=1
=1
;
=
e g
)

0.044

0,045 0,045 0,044 0,043

=1
=
;
=
(=1
[}

0,044 043 0,044 0,045

0,042 0,044 0,044

(=]
(=)
T
o
f=1
(=]
b

0,043

0,045 0,045 0,044 0,045 0.045 045 0,045 0,044

(=]
(=)
I

5 0,042 0,044

0,045

|| eaf ea| el e

0
0
045 045 0,045
0
0
0

5 0,045 0,044 0.044

0,042 0,044 0,044 045 0,045 0,045

0.04 0044

en| o f | inf | | g

3| ea)ea| ea)ea| eaf ea

(=]
=
| ) Ca ] O

0,045

(=]
L=l
I
I

I G| mfm| S o m =

DATOS

B3
-
on
o
i
=
o
=]
=
3

0,285 7 0,377 0227 0.235 354 0,366

A 0.4 0,409 0,418 0,388 0,371

B 0,391 D818 0,528 0,044 0,045 0,373 0,389 0,385 0,408 0.411 0,415
C 0.325 0,043 0,045 0,338 0,354 0,381 0,357 0342 0,368 0,401 0,413
D 0,803 0,048 0,045 0,345 0,374 0,328 0,337 0,358 0,387 0,281 0,374
E 0,397 0,393 0,388 0,044 0,045 0,801 0,204 0377 0,403 0,048 0,043
F 0.815 0,351 0,355 0,377 0.4 0,378 0,389 0.25 0,263 0,39 0,401
G 0,386 0,047 0,047 021 0812

H




Datal Data 2 Promedio AA F W mg %H AR
M1 M1 0,39 04 0.395 0,3505 121,5066529 | 84,9332 995 14,64 4513
M2 M2 0.40% 0,419 0.414 0,3595 121,506652% | 3561608 100,23 14,64 4720
13 M3 0.338 0,396 0,392 0,3475 121 5066529 | &561608 100,3 14,64 4435
14 114 0.371 0377 0.374 0,3295 121,5066529 33,36 100 14,64 42 21
M3 5 0.227 0,235 0.231 01385 121,506652% | 5544536 100,1 14,64 2387
15 MG 0.354 0,366 0,36 0,3155 121,5066582% | 5553072 100,2 14,64 40,34
M7 M7 0.334 0,3 035875 0,343 121,5066529 | &5.10382 997 14,64 4407
bilk blk 0.044 0,045 0.0445
ctr ctr 0.818 0,825 0.823

Data 1 Data 2 Promedio AA F W mg SeH AR
M1 M1 0.373 0,389 0.281 0,337 121,8769043 | 3544536 1001 14,64 4326
M2 M2 0.385 0,405 0.4005 0,3585 121,58769043 35,36 100 14,64 4581
13 M3 0,41 0,415 0.413 0,389 1218769043 | 5544536 100,1 14,64 47 37
bilk blk 0.043 0,045 0.044
ctr ctr 0.816 0,825 0.5205
14 114 0.336 0,354 0.345 0,2995 124 4555072 | &5.01356 996 14,64 39,45
M3 M5 0,251 0,367 0.2564 0,3185 124 4555072 | 5544536 1001 14,64 4175
15 MG 0.342 0,365 0.355 0,3095 124 4553072 | 8510382 987 14,64 407
M7 M7 0.401 0,413 0.407 0,3815 124 4555072 | &5.10382 997 14,64 47 58
bilk blk 0.046 0,045 0.0455
ctr ctr 0.304 0,803 0.5035

Data 1 Data 2 Promedio AA F W mg %H AR
M1 M1 0.245 0,374 0.3595 0,3145 124 6105919 | 8518528 99,8 14,64 41,40
M2 M2 0.328 0,337 0.333 0285 1246105819 | 8570144 100,4 14,64 37,69




Datal Data 2 Promedio AA F W mg %H AR
M1 M1 0,345 0,374 0,3585 03145 124 610591% | &5.18%28 998 14,64 41,40
M2 M2 0,325 0,337 0,333 0,255 124 610391% | 8370144 100,4 14,64 37 69
M3 M3 0,365 0,387 0,378 0,333 124 610591% | 357368 100,5 14,64 4353
4 M4 0,351 0,374 0,3625 03175 124 610391% | &3.18828 995 14,64 41,80
M5 M5 0,373 0,397 0,385 034 124 610591% | 8544536 1001 14,64 4463
(1] (1] 0,335 0,393 0,3905 01,3455 124 610591% | 54,9332 995 14,64 4562
blk bilk 0,044 0,045 0,045
ctrl ctd 0,501 0,804 0.&025
M7 M7 0,377 0,403 0,39 0,342 122 6993565 | &5.01856 99 6 14,64 44 42
bk bk 0,043 0,043 0,043
ctrl ctrl 0,815 0,815 0,815

Data 1 Data 2 Promedio hA F W mg S%6H AR
M1 M1 0,351 0,366 0,3585 03115 123228589 | 8553072 1002 14,64 40,38
M2 M2 0377 0,4 0,3385 03415 123,228589 4.9332 995 14,64 44 55
] M3 0,376 0,339 0,3825 01,3355 123228589 | &5.01856 996 14,64 4377
W4 M4 025 0,263 0.2565 0,2095 123228589 | 8501856 996 14,64 27 33
M5 M5 0,39 0,401 03955 03485 123228589 | 8544536 100,1 14,64 4523
WG MG 0,366 0,336 0,376 0,329 123228589 | 8524516 100,1 14,24 42 80
bk bilk 0,047 0,047 0,047
ctrl ctrl 0.81 0,813 08115




o AR

tde grupas

Medio

sran media AR 43 584
Dias
# Corrida 1 3 3 n N
1 4515 43 26 41 40 27
2 47 20 45 81 4353 44 59
3 44 35 47 37 41 8O 43,77
4 4221 4175 44 &3 45,23
5 40 34 4073 45 B2 42,50
6 4407 47 58 44 42
Promedio 43 BES 44 418 43 567 44 099
STD 2 373500045 |2.920753454) 1 666447358 | 1,05235456
52 5633502468 |5 530800736) 2 77704653 |1,10745087
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las
variaciones Varianza sD Media % RSDr % RSDR
Dentro de los grupos 4,85 2,211 "
Total = 4,300 2,074 13,98 303 471




Nivel alto

Data 1l Data 2 Promedio AA F W mg %H ®RAR
M1 11 0417 0445 04323 0,3853 123,5330431| 53,0665853 959 16,63 51,60
M2 W2 0,364 033 0,372 0,325 1235330451 5295837 995 18,55 435
M3 M3 0.35 0,364 0,372 0,325 1235330451 8295837 998 16,85 43,5
M4 114 0,383 04351 0,417 0,37 1235330451 833163 100.2 16,85 49 37
M3 Mz 0472 0,445 0,459 0412 1235330431 52,90035 987 16,63 55,25
MG MG 0,465 0436 04505 04035 1235330451 8295837 995 18,55 5406
M7 M7 0415 0,435 0,425 03758 1235330451 53,066585 9889 18,35 50,59
blk blk 0,049 0,043 0,0435
cirl chrl 0,779 0,338 0,509

Datal Data 2 Promedio AA F W mg SH ®AR
M1 11 0,383 0,397 0,38 0,343 1235330431 §3.4526 100.4 16,63 43,68
M2 W2 0,406 0417 04113 03645 1235330451 832332 1001 18,55 45,69
M3 M3 0,335 0,394 0,39 0,344 1235330451 83,1500 100,00 18,55 45,00
blk blk 0,046 0,043 0,047
cirl chrl 0.7a1 0,335 0,8093
M4 114 0,457 0,465 04525 0,4165 1215805471 823174 995 18,55 55,03
M5 M3 0421 0434 04275 0,3315 1215805471 83,06635 93 9 18,55 50,25
MG M6 0,466 0.45 0,473 0,427 1215805471 83,23315 1001 16,85 56,14
i M7 0424 0426 0,425 0,379 121,5805471) 8290055 g9 7 16.63 50,03
cirl =i} 0812 0,336 0,524
blk blk 0,045 0,043 0,047




Datal Data 2 Promedio AA F W Mg HH AR
M1 M1 0. 456 0.471 04635 04175 1215805471 83 4326 100,4 16.85 5472
M2 a2 0421 0,429 0,425 0,379 1215805471 8356575 100,5 16.85 4983
M3 M3 0455 0472 04635 04175 121,5805471 83,13 100 16.85 5494
M4 EE) 0425 0. 446 04355 03595 121,5805471 &2 9337 95,8 16.85 51,36
M5 M5 0,387 0403 04 0,354 121,5805471| &2 9337 95,8 15,85 4563
MG MG 0462 0454 0,453 0412 121,5805471 8315 100 15,85 5422
cirl cirl 0.81 0,335 08225
blk bk 0045 0,047 0,045
M7 M7 0,365 0,396 03805 0.,3335 126, 5022135 52 90055 9970 16.85 4530
M3 M3 0,356 0,355 0,3705 0.3235 126,5022135) 825174 9950 16.85 44 .47
cirl cirl 0,754 0,797 0, 7905
blk bk 0,047 0,047 0,047

Datal Data 2 Promedio AA F W mg %M %AR
M1 M1 0.47 0,459 0,4795 0,433 126 95412 83 56575 100,50 16.85 5922
M2 W2 0,407 0424 04155 0,369 126 984127 | 83,39945 100,30 16.85 50,57
M3 M3 0357 0,372 03645 0,313 126 984127 | 83 4326 100,40 16.85 4353
M4 ) 0461 0.46 04605 0414 126 964127 83,13 100,00 16.83 56,90
M5 M3 0,393 0.41 04015 0,353 126 9564127 83,13 100,00 15.83 45,79
M& MG 0,356 0,372 0,364 0.3175 126 984127 | 8323315 100,10 16.85 4350
M7 M7 0,393 0403 0,395 03515 126 984127 | 83,06635 9990 16.85 4536
M3 M3 0.35 0,396 0,385 03415 126 984127 | &2 9337 9950 16.85 4703




AR % Alto
# de grupos 4
Gran madia AR% 52,486
# Corrida Dias N
1 2 3 4 20
1 51,60 48,69 5472 48,36
2 4537 55,03 4963 59,22
3 55,25 50,25 5494 50,57
4 54,06 55,14 51,36 55,90
E 50,59 50,03 54,22 48,79
Promedic 52,176 52,027 52,974 52,768
STD 2435084266 |3,323920197] 2,3650558139 | 4,959137424
52 502063538 |11,04844547) 5,571290545 | 24 69232674
Origen de las
varigciones Varlanza 5D Media % RSDr % RSDR
Dentro de los grupos 11,810 3,437 .
Total 10,110 3,180 52,486 6,548 6,058




ESQUEMA EN PLACA

Robustez

1 2 3 4 5 § 7 8 9 10 11 12
A 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 blk blk
B ctrl ctrl 1 1 2 2 3 3 4 4 5 3
C 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 blk blk
D ctrl ctrl 1 1 2 2 3 3 4 4 5 3
E 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 blk blk
F ctrl ctrl 1 1 2 2 3 3 4 4 5 3
G blk blk ctrl ctrl 1 1 2 2 3 3 Fl 4
H 5 3 blk blk ctrl ctrl

PLACA VACIA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,044 | 0,044 | 0,044 0,044 0,044 0.045 | 0,045 | 0.045 | 0.045 | 0,044 0,048 0,044
B 0,045 | 0,044 | 0,045 0,044 0,044 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0.044 | 0,044 0,045 0,045
C 0,043 | 0,045 | 0.045 0,044 0,044 0045 | 0,044 | 0.044 | 0.044 | 0,045 0,045 0,044
D 0,045 | 0,043 | 0,044 0,045 0,045 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0.046 | 0,045 0,046 0,045
E 0,044 | 0,045 | 0.045 0,045 0,044 0.045 | 0,044 | 0.046 | 0.043 | 0,045 0,043 0,045
F 0,043 | 0,043 | 0,044 0,045 0,045 0,044 | 0,045 | 0,045 | 0.046 | 0,045 0,046 0,045
G 0,045 | 0,045 | 0.045 0,044 0,044 0.044 | 0,044 | 0.044 | 0.044 | 0,044 0,045 0,045
H 0,044 | 0,043 | 0,044 0,045 0,045 0,045

DATOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0442 | 0446 | 0437 | 0439 0.44 0443 | 0436 | 0436 | 0.407 | 0.408 0,042 0,043
B 082 | 081 | 0.438 0,439 0,441 0443 | 0415 | 0416 | 0.446 | 0,447 0,44 0,442
c 0361 | 036 | 0357 | 0,356 0,346 0346 | 0357 | 0357 | 0.349 | 0,347 | 0,045 0,047
D 0,816 | 0.815 | 0415 0,416 0,351 0352 | 0,395 | 0406 | 0.424 | 0423 0435 0,436
E 0,346 | 0,363 | 0.312 0,321 0,322 0346 | 0338 | 0351 | 0353 | 0327 | 0.048 0,046
F 0771 | 0.819 | 0,333 0,323 0,294 0304 | 0,304 | 0325 | 0.287 | 0,304 0,314 0,333
G 0,048 | 0.049 | 0.805 0.83 0,322 0,328 031 | 0324 | 0.323 | 0339 0,307 0,322
H 0327 | 0.339 | 0,048 0,049 0,814 0,809

1: 1.5 ml de solucion KOH 2 M

2: Baiio Seco digital 50 C * 30 minutos a 200 rpm

3: B0 mg de muestra

4: 3 ml de la solucion enzimatica amilasa-AMG 300 Uiml

5: 0.3 gramos de amilasa en 80 ml de buffer pH 6

6: 16.5 horas de incubacién a 50°C para solubilizar el almiddn
7: Incubar a 48 C con AMG 3000 U/ ml por 30 minutos



AR 48,3
Datal | Data2 | Promedio AA F w mg %H AR %R
1 0,44 0,45 0,44 0,40 122,17 89,50 99,70 10,23 49,33 102,13%
2 0,44 0,44 0,44 0,40 122,17 90,13| 100,40 10,23| 48,25 59,90%
3 0,44 0,44 0,44 0,40 122,17 50,04 100,30 10,23 48,73 100,88%
4 0,44 0,44 0,44 0,39 122,17 89,41 99,00 10,23 48,39 100,19%
5 0,41 0,41 0,41 0,37 122,17 90,22 100,50 10,23 44,49 92,10%
blk 0,04 0,04 0,04
ctrl 0,82 0,82 0,82
1 0,44 0,44 0,44 0,40 122,17 89,86 100,10( 10,23| 4846 100,32%
2 0,44 0,44 0,44 0,40 122,17 89,77 100,001 10,23 48,93 101,31%
3 0,42 0,42 0,42 0,37 122,17 90,13| 100,40 10,23| 45,51 94,22%
4 0,45 0,45 0,45 0,40 122,17 90,22| 100,50 10,23 4924 101,94%
5 0,44 0,44 0,44 0,40 122,17 89,59 99,80 10,23| 48,91 101,26%
Datal Data?2 Promedio AA F w mg %H AR %R
1 0,361 0,360 0,3605 0,3145| 122,6242| 71,6365 79,8 10,23 | 48,451 100,31%
2 0,357 0,356 0,3565 0,3105) 122,6242( 72,1751 804 10,23 | 47,478 98,30%
3 0,346 0,346 0,3460 0,3000| 122,6242( 71,7262 73,9 10,23 46,16 95,57%
4 0,357 0,357 0,3570 0,3110) 122,6242( 71,6365 79,8 10,23 | 47,912 99,20%
5 0,349 0,347 0,3480 0,3020| 122,6242| 72,1751 804 10,23 | 46,178 95,61%
blk 0,045 0,047 0,0460
ctrl 0,816 0,815 0,8155
1 0,415 0,416 0,4155 0,3695) 122,6242( 89,8598 100,1 10,23 | 45,38 93,96%
2 0,351 0,352 0,3515 0,3055| 122,6242( 89,6802 93,9 10,23 | 37, 595. 77,84%
3 0,395 0,406 0,4005 0,3545) 122,6242( 83,9495 100,2 10,23 (43,495 90,05%
4 0,424 0,423 04235 0,3775| 122,6242| 89,5007 99,7 10,23 |46,549| 96,37%
5 0,435 0,436 0,4355 0,3895| 122,6242( 89,5905 99,8 10,23 | 47,98 99,34%




IAR%I 44

Datal Data2? Promedio AA F w mg %%H AR %R
1 0,346 0,363 0,3545 0,3075 | 125,7862| 85,16 100 14,84 40,878 92,90%
2 0,312 0,321 0,3165 0,2695 | 125,7862| 84,9897 | 99,8 14,84 (35,898 81,59%
3 0,322 0,346 0,3340 0,2870 |125,7862| B5,0745 | 93,9 14,84 |38,191| 86,80%
4 0,338 0,351 0,3445 0,2975 | 125,7862| 85,5006 | 1004 14,84 (39,391 89,52%
5 0,353 0,327 0,3400 0,2930 |125,7862| 84,9897 | 99,8 14,84 | 39,028 88,70%
blk 0,043 0,046 0,0470
ctrl 0,771 0,819 0,7950
1 0,333 0,323 0,3280 0,2820 |122,3242)| 85,5006 | 1004 14,84 (36,311 82,52%
2 0,2%4 0,304 0,2990 0,2530 |122,3242| 85,4155 | 100,3 14,84 |32,609| 74,11%
3 0,304 0,325 0,3145 0,2685 |122,3242)| 85,3303 | 100,2 14,84 (34,841 78,73%
4 0,287 0,304 0,2955 0,2495 | 122,3242| 85,4155 | 100,3 14,84 |32,158| 73,09%
5 0,314 0,333 0,3235 0,2775 | 122,3242| 85,16 100 14,84 (35,874 81,53%
blk 0,045 0,049 0,0485
ctrl 0,805 0,830 0,8175
Datal Data2 Promedio AA F w mg %H %AR %R
1 0,322 0,328 0,3250 0,2765 |123,2286| 85,16 100 14,84 (36,009 81,84%
2 0,310 0,324 0,3170 0,2685 |123,2286| 84,8194 | 99,6 14,84 |35,108| 79.79%
3 0,323 0,339 0,3310 0,2825 | 123,2286( 85,4155 | 100,3 14,84 (36,681 83,36%
4 0,307 0,322 0,3145 0,2660 |123,2286| 85,0748 | 93,9 14,84 | 34,676 78,81%
5 0,327 0,339 0,3330 0,2845 | 123,2286| 85,0748 | 99,9 14,84 (37,088 84,29%
blk 0,045 0,049 0,0485
ctrl 0,814 0,209 0,8115




7 6 5 4 3 2 1

M1 36,0092 | 36,3107 | 40,877549 | 45,38033 | 48,45126 | 100,32% | 49,33

M2 35,1078 | 32,6091 | 35,897581 | 43,49465 | 47,47805 [ 101,31% | 48,25

M3 36,6806 | 34,6414 | 38,19057 | 46,54887 | 46,15957 | 94,22% | 48,73

M4 34,6764 | 32,158 | 39,390635 | 47,958044 | 47,91206 | 101,94% | 48,39

M5 37,0881 | 35,8742 | 39,028046 46,17833|101,26% | 44,49
Promedio 35,91 34,32 38,08 45,85 47,24 1,00 47,84

Desviacidon Estandar 1,02 1,88 1,83 1,90 1,03 0,03 1,92
% Recuperacion 81,62% | 78,00% | 87,90% 94,93% 97,80% 2,07% | 99,04%

Sesgo 8,09 9,68 5,32 2,45 1,06 47,30 0,46




8. RESULTADOS ESTADISTICOS

Selectividad:
Pruebat para 2 muestras suponiendo varianzas desiguales

Variable 1 | Variable 2

Media 502657799 0,31700082
Varianza 004085952 0,00233415
Observaciones 8 10
Diferencia hipotética de las medias 1]
Grados de libertad 8
Estadistico t 58,5679195
P(T==t) una cola 40111E-12
Valar critico de t (una cola) 1,85954804
P(T==t) dos colas B0223E-12

Valar critica de t (dos colas) 2, 30600414




Repetibilidad & Reproducibilidad: ANOVA de un factor

Nivel bajo Nivel medio
Andlisis de varianza de un factor Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedia Varionza Grupos Cuenta Suma Promedic Varionza
Columna 1 3 12,26184804 4,0B728288 0,000756442 Columna 1 6 253,3357266 43,88928777 5,63350247
Celumna 2 2 B,138527218 4,065263609 0033132432 Columna 2 6 2655085614 44 41811024 8 53080074
Columna 3 3 12,00118568 4000395225 0,00061182 Columna 3 6 2614037129 43,56728548 2 77704693
Columna 4 3 11,9936454 3597881802 0,0029938E9 Columna 4 4 176,3965692 44,09914229 110745057
Columna 5 3 11,94501322 3981671075 0,003945061
AMALISIS DE VARIANZA
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grodos de | Promedio de Valor critico Origen de las Suma de Grados de | Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad | los cuadrados F Probabilidad para F varaciones cuadrados Wbertad  los cuadrados F Probabilidad para F
E g S 27 3 7 5 E 248607 29
Entre grupos 0,025 4,000 0,006 | 1,138105802] 0,39807624 | 3,633088511 ENMTE ETUpos. 2278 3,000 0.780) 015536696} 0,5248B075) 2,13590759
Dentro de los grupos 0.050 9,000 0,006 Dentro de los grupos 88,029 18,000 4,891
- 0.075 13,000 Total 90,309 21,000
Nivel alto
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 G| 260,877823 521755646 592963538
Columna 2 5 260,1336575 520267315 1104844547
Columna 3 G| 264 86B445 52 9736852 5571290545
Columna 4 5| 2638350426 52 76780851 2465232674
AMALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuodrodos F Probabhilidad para F
Entre grupos 3,123 3,000 1,041 0088136047 0965527612 3,238B7152
Dentro de los grupos 188,967 16,000 11,810
Tatal 192,090 19,00




Robustez: Prueba F

7 il 5 4 3 2 1
M1 36,0092 |36,310689| 40,877549 | 45,38033 | 48,45126 | 100,32% 49,33
M2 35,10777 | 32,60909 | 35,89781 | 43,49465 | 4747805 | 101,31% 48,25
M3 36,68055 | 34,641418| 38,19057 | 46,54887 | 46,159574 | 94,22% 48,73
M4a 34,67644 | 32,157976( 39,390635 | 4798044 | 47,912057 | 101,94% 48,39
M5 37,08815 | 35,874188| 39,028046 46,178329 | 101,26% 44 .49
Varianza [SBl'_I 1,04 3,52 3,30 3,60 1,07 0,00 3,08
Varianza método
estandar
(SAE] 4,243338 |14,2433376| 4,2433376 | 4,243338 | 4,2433376 | 4,243338 | 4,24333761
Fcal 1,244903 | 1,8297244| 1,7915606 | 1,848032 | 1,2515625 | 1,000239 | 1,86738307
C 2
n 27 27 27 26 27 27 27
GLN (c-1) 1 1 1 1 1 1 1
GLD (n-c) 25 25 25 24 25 25 25
Ftedrico o= 0,05 23,0804 35,0864 35,0864 32,7166 2,.08064 2,.06864 2,686




9. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Selectividad: La prueba T student indica que la muestra A y la muestra B son muestras
estadisticamente diferentes.

Limite de deteccion: El %R tedrico fue = 9.4 % que equivale a un = 0.46 %AR. El % R
real fue 60.87% que equivale a 2.98 %AR. El porcentaje de almiddn resistente obtenido
es mayor que el valor tedrico.

Limite de cuantificacion: El %R tedrico fue = 16.3 % que equivale a un = 0.80 %AR. El
% R real fue 83.44% que equivale a 4.02 %AR. El porcentaje de almidon resistente
obtenido es mayor que el valor tedrico.

Linealidad: Las graficas evidencian una pendiente positiva porque se observé que los
valores en el eje x (mg/ml) incrementan al igual que los valores del eje y (abs). Adicional,
R2 tuvo un ajuste 0.9982 el cual es cercano a 1, es decir que las predicciones de
concentracion son totalmente fiables.

Intervalo de trabajo: El rango de trabajo propuesto estd en el rango 2% - 64%. El
experimento mostro un rango de 3.91 - 58.92. A nivel alto se realiz6 una disolucion previa
a la disolucion del almidon resistente

Exactitud: El nivel bajo y medio tuvieron una recuperacion entre 98-101%

Precisiéon: Todos los datos de la prueba F en los tres niveles son menores que F critico
es decir que realmente los datos provienen de un mismo grupo de mediciones, esto es,
que la media es similar. La repetibilidad y reproducibilidad es menor a nivel bajo y solo en
reproducibilidad a nivel medio

Robustez: El resultado estadistico F, en todos los resultados, es menor que el F critico,
por lo tanto, estadisticamente no hay evidencia suficiente para rechazar la hipotesis nula.
El proceso puede ser considerado como robusto. El proceso puede ser considerado como
robusto, sin embargo, las variables # 3 hasta # 7 son escenarios a controlar para no afectar

la calidad del ensayo.

10.Cuadro resumen [desempefio, objetivos, resultados, conclusion]



Parametro de

desempefio

Selectividad

Limite de
Detecciodn

Limite de
cuantificacion

Linealidad

Intervalo de trabajo

Exactitud

Objetivo

tcal > t critico entonces
hay diferencia
significativa a un nivel

de confianza de 95%

%AR: 1y R min 50%

%AR: 2 y R min 70%

R22 0.991

2% -64 % AR
R min 70%

98-101 %

Resultados

tcal: 58,57
tcritico:1.86

%AR: 2.98, R: 60.87%

%AR: 4.02, R: 83.44%

R?=0.9983

4.02% - 50.98 %AR

Nivel bajo: 100.79%
Nivel medio: 98.90%

Nivel alto: 83.64%

Conclusioén

Cumple

No cumple

No cumple

Cumple

No cumple

Cumple
Cumple
No cumple



Repetibilidad

Reproducibilidad

% RSDr: méax 2.42 %

% RSDr: méax 3.18 %

% RSDr: méax 4.20 %

% RSDR: max 4.58%

% RSDR: méx 8.47%

Nivel bajo

% RSDr: 1.85%

Nivel medio

% RSDr: 5.03 %

Nivel alto

% RSDr: 6.55 %

Nivel bajo

% RSDr: 1.89%

Nivel medio

% RSDr: 4.71%

Cumple

No cumple

No cumple

Cumple

Cumple



% RSDR: méx 5.94%

Prueba F

Si F cal £ F entonces el

Robustez
proceso puede

considerado robusto.

11.IDENTIFICACION DE LOS FACTORES

o Diagrama de Ishikawa

ser

Nivel alto

% RSDr: 6.06%

1.- Fcal= 1.79, F=5.69
2.- Fcal=1.51, F=5.69
3.-Fcal=1.23, F=5.69
4.-Fcal: 1.77, F=5.72
5.-Fcal=1.72, F=5.69
6.- Fcal=1.77, F=5.69
7.-Fcal=1.17, F=5.69

No cumple

Cumple



Nivel bajo

Resolucién .
Mant. Cronometro

Materiales
\t@grecigitados
: a

Calibracién Mant. Balanza Calibracién, directamente en el
de precision ] ce el
Mant. -—— 1000 ml Tolerancia
s —elemperaturg SS0 . ) wonar ezl
Resolucién 74 Refri-Cong. - Resolucién Calibracion Probeta
e O
Calibracion Calibracion
Resolucidn \Termnn""xer 0.5-10 ml -— R lucid atraz volumétrico Factores a
. . ESCLICION Agitador magnético 2000 ml Y~ Tolerancia controlar porgue
Calibracién. Mant. Espectrofotémet faltacorma ANSICO eelanga SONoar parque
o Bl L ant. Espectrofotdmetro ) . =
Resalucia Calibracion _ influve.
% pHmetro Ne——————— & (alibracion < Matraz volumétrico Wd'mmmft';ze enel
Mant. Te higromet . -~ . resultado
Calibracién P Snt. ermely “rgm“%&,__‘Resolucién Puntas de pipeta® 200'ml Tolerancia
Calibracidn .
Mant del de Humedad <*—_ Resolucion 7%  k3Ratlld
BafoMara Mant. Agitador % de Almidén
Resolucic’:n/v magnético . resistente en
Pureza del reactivo ; o Cloruro de calcio ‘,F'ureza de muestras vegetales
T a Amilasa Qancreatlcg Thidratado
ureza de reactivo
) Hidrdxido de Sodio .
Pureza del reactivo —————*/  Preparacion de reactivos
Pureza del Amvyloglucosidase Pureza de
m Azida de sodid®” reactivo
recision del analist . GOPOD Buffer
e Pureza del reactivo B— -
. Calculo de resultados
P del T GOPOD Enztmasr/:' Pureza del
Mﬁg & Acido acético glacial reactivo
reactivo PR
Pureza de reactivo Solucion Buffer pH +—Calibracion
T Acido maleiceﬁ-lidréxido de Potasio 4~ Pureza de
N reactivo
Pureza de reactivo = &~ Pureza de
SRR T s Glicerol 4Etanol reactivo
Mano de MMH Material de control r/P‘ureza del material Medio
A" ARG

obra vétodo Ambiente



Nivel medio y alto

Resolucién ,
Mant. Cronometro

Maguinarias Materiales
Calibracidn, T @Qrecigitados *

Calibracién” Mant. Balanza Calibracion directamente en el
de precision resultado
Mant. «— 1000 ml  ¥—Tolerancia
i —alemperatu . . i,
Resolucion 74 Refri-Cong. ¥ Resolucién Calibracién, ~ __Probeta
e T »
Calibracidn, Calibracién,
Resolucién\ Jermomixer \0.5-10 ml  +—_ . "\ Matraz volumétrico Factores a
Resolucién Agitad iti 2000 ml —Tol i
Calibracién > . Agitador magnético) Tolerancia controlar porgue
L Mant. Espectrofotdmetro ) » e
Resolucié uv VIS Calibracidn, ;
Wl\ pH metro ~ & Calibracion, Matraz volumetrico Wen el
Mant. Termohigrémet ) - : resultado
Calibracién ™ S SSNOLEOMEE?. Resolucién  Puntas de pipeta) 200mi Yolerancia
ant. Centrifuga . ..
. . Calibracion
Calibracién. B
Calibracién s e o —aaias VOTUINEINIED
Mant del de Humedad <*—__ Resolucion 100 ml " —Tolerancia
Bako Maria Mant. Agitador Espatula 9% de Almidén
Resolll.lcic’m/ir magnéetico resistente en
Pureza del reactivo i st Cloruro de calcio &Pureza de muestras vegetales
a Amilasa pancreal Icg *Oihidratado reactivo
ureza de reactivo
. Hidréxido de Sodio
Pureza del reactivo. ————————*/ Preparacién de reactivos
Pureza del Amyloglucosidase Pureza de
* o Azida de sodid* reactivo
recision del analis ) HH‘HH“‘* GOPOD Buffer
ey T ey Pureza del reactivo A
. Célculo de resultados
Pureza del — GOPOD Enztmai * Pureza del
:;\;:g;o Acido acético glacial reactivo
Pureza de reactivo Solucion Buffenplly—Calibracion.
T, Acido maleico /Hidréxido de Potasio 4~ Pureza de
h reactivo
Pureza de reactivo 4~ Pureza de
SO T emaes Glicerol % Etanol reactivo,
Mano de €urva de calibracion ‘e Material de control ‘/Pureza del material Medio

obra Método Ambiente



o Célculo de Incertidumbre: Tabla de estimacion por nivel

Nivel bajo

Parmatro: RS Parzentaje: 402
Abrevistura: U (insertisurbre), R jresslusian, T (lokrancia)
NCERTIDUMERE DISTRIBUGION
N Diwisor N
INCERTIDUMERE DISTRIBUCION Fusntes qua siectan s Pumzs Tiva Pureza Raniga Tipe Danorvie u Vo
resulisdos imdrica real o [Divisa
_— METODO
visar
Fusntes que afectan mis Tipa URT Rango Tige Un Wi ({Pureza)
resultados i Talermneis
MIANG DE CEFRA i 100 B 05 Triangutr
A 2
TOTAL
INCERTIDUMBRE DISTRIBUCION
Divisar -
METODO Fusntes que afectan mis J ) Denemiradsr :
(ICaRbracita) resstados i Tipo WRT TUT:';?;E Too (Divisar) Us U
102 A
TOTAL
INCERTIDUMBRE DISTRIBUCION INCERTIDUMBRE DISTRIBUCION
- Tivisar - - Divisor )
Fusntes que afectan mis Capacidad N . Denominador 1 Fuenies que afectan mis Capacidad . Denominadar
restados i Tipo WRT T;:(;‘?;E Too (Divisar) Us U resultados méxima Tea uRT Tu'?:r:i‘;ia Tipo (Divisar) b U
- . N . 0.1 ] 2 Mlarmal 2
Maguinasias n = i Maquinarias 100 ] 0,13 1 201
{ + — — ibrac
B 0z B 1
B 1 z B 2 2
= & B X 3 2
TOTAC 0007855245




Nivel medio

Pardmatro rcantsa 4338
Abreviatura: U (incartidumbg), R (nesolucion), T (iolaramcia)
INCERTIDUMES DISTRIBUCION
i , ] Divisar o
wonies un ar:m mis Capacigad | oo T ] Too I:en:;m'r:fc_r " =
. resuitados uma Mo {Divisor)
TOTAL
INCERTIDUM; DISTRIBUCION CERTIDUMERE DISTRIBUCION
METODD Fuames quo afectan mis Capacidad | o . Dunominador Fusntos gus afoctan mis Pumza Puraza . Doncminador
(ICakibrackin] resuitadas mizima P YR po (Divisor) u e MO0 resshados tedrca Ty rua o {Dihimar) . U
— - (Puraza) - - - - -
TOTAL TOTAL 0 D0z445a0]
INCERTIDUM; DISTRIEUCION ATIDUMERE DISTRIBUCION
N Divisar - Divisor
Fuames quo afectan mis Capacidad | ar . Dunominador ) Fusntos gus afoctan mis Cagacidad . Doncminador .
resuitados maxma a W-R- Range- L {Divisar) u b resubtacos misima Ty U-RT Range- o (Divisar) v L
Tolarancia Tolarancia
B o 2 ) ;] 2 Monma 2 "
] B 1 : ool 2
Macuinarias Mag.inarias - T
(Rasakacion) " " {calitracion) - e -
TOTAL TOTAL
0,003554582] 0,005965048
INCERTIDUME DISTRIBUCION RTIDUMERE DISTRIBUCION
Fuenies qua alectan mis Capacidad ity Denominador Fiuentos que afecian mis Capacidad Incarsdum| DI Dencminador
S apad Tipa Rangn Tipa e u [T i R Tipa g Ranga Tipo o u Uk
resuiadas dima o [Divisor) wsuHados méxima re o (Divisor)
Manerakes ca Mararakes oo
labaratork WMatras vl c N labaratoria Wt w
TOTAL TOTAL
0.000288675 0.000041




Nivel alto

Pardmetro: %RS Porcentaje: | 52,49
\breviatura: U (inceridumbre), R (resclucitn), T |In||:r.|r+n|
INCERTIDUMERE DISTRIBUCION
Divisor "
Fuenies que afectan mis Capacidad - Dercrmninadar .
T resultados medima P usd nge Tipa (Divisor) N U
2
TOTAL
INCERTIDUMERE DISTRIBUCION NCERTIDUMERE DISTRIBUCION
Divisor . . . Diviscr .
S0, | reeegers | Cod o uwar | R | me | O | w | um " el Bo- B el = IR B
= Talerancia e = Toirancia !
. (Pureza) — - =
A (] B 43
TOTAL
INCERTIDUMERE DISTRIBUCION INCERTIDUMERE DISTRIBUCION
Divisor Divisor
Fuentes que afectan mis Capacidad Denominador " Fuenies: que afiectan mis Capacidad I - Dencminador "
resultados mdima po wRT Rango Tipa (Divisor) N e e moima vo u-R Rango Tipo (Divisory U
Talerancia Tokerancia
B 1,0001 2 0 B z 2
100 B 0,13 2m i
i) B a,
Magunarias Maqunanas, . B N 2
(Resolucian) B {oalibracics) 000 %] 2
B B [iF
B B o
B 2 i B 3 2
B 0,001 2 10 B z 2
TOTAL TOTAL
0003854582 0LODEIE80LE
INCERTIDUMERE DISTRIBUCION INCERTIDUMERE DS TRIBLGION
Fuentes que afectan mis Capacidad | . ar :;’5“ . Denominadar " " Fuenies gue afectan mis Capacidad - ncertidum ::5“ r Denominador "
resultados medima o e nge. o (Divisor) - resuitados mixima vo e o {Divisor) -
Toleranca Tokerancia
de
laboratoric o Iaborainro
] 2 ] 2 Pz 2
TOTAL

0, 000ZRBETE

TOTAL

0,00004 1




O

Histograma de factores

Incertidumbre relativa

0,065
0,055
0,045
0,035
0,025
0,015
0,005
-0,005

0,079

0,060

m Nivel bajo
Nivel medio

Nivel alto
0,011

0,011
' 0,003
0,012 ' 0|003 I Nivel alto

Nivel medio
,008
Nivel bajo

Método

0,02

Mano de obra -
Maquinarias

Factores



ANEXO D
Equipamiento usado en el laboratorio



Materiales de referencia

Muestras de matrices vegetales

Almidén de
banano

Estado 1




Parte del equipamiento usado en el laboratorio

Termomixer Bano Maria Balanza analitica

Termohigrémetro Centrifugadora Espectrofotometro



Secciones del ensayo analitico en el laboratorio

Disolucion del almidon resistente Muestras incubadas 250 ul de glucosa a diferentes diluciones

Soluciones de trabajo

Al

+®

AT A T o

Tampones de Buffer



ANEXO E
Flujograma del método analitico



Dispensar

Practica experimental

Muestras que contienen < 10% RS
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l Dispensar

———e

Agitar

g

p—

-

V

. Dispensar
'

-
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-
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Dispensar l P
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~
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1 Incubar
\
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Sy

-
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Almidon resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 10.3/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 9.27

Almidén resistente (g/100 g muestra) = AA x F x 100/0.1 x 1/1000 x
100/W x 162/180 = AA x F/W x 80
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