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Resumen

Debido al importante papel que juegan los materiales de referencia (MR) en el sistema de aseguramiento de la
calidad de los laboratorios de analisis de alimentos, esta investigaciéon tuvo como objetivo desarrollar y evaluar
un MR de leche en polvo entera para la medicion de proteina total. Los estudios de homogeneidad, estabilidad
y caracterizacion se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones de la Guia ISO 35:2017 y la Norma NTC-ISO
13528:2017. El estudio de homogeneidad se realiz6 utilizando una muestra de 10 unidades bajo condiciones de
reproducibilidad, el estudio de estabilidad a corto plazo se realizé a una temperatura de almacenamiento de 27
°C durante 2 meses siguiendo un disefo is6crono. La estrategia de caracterizacion consistio en la transferencia
de valor de un MR muy similar utilizando un tinico método realizado por un laboratorio. El analisis estadistico
aplicado permitié determinar la homogeneidad y la estabilidad del pardmetro de proteina total durante el
transporte. Finalmente, la asignacion del valor de propiedad del material fue 25,99 g/100 g de proteina total con
una incertidumbre estimada U =+ 0,90 g/100 g.

Palabras clave: estudio de homogeneidad; estudio de estabilidad a corto plazo; estudio de caracterizacion; valor
asignado; ISO 17034; incertidumbre expandida; proteina total; material de referencia; leche entera; metodologia
Kjeldahl.

Abstract

Due to the important role that reference materials (MR) play in the quality assurance system of food analysis
laboratories, this research aimed to develop and evaluate a whole milk powder reference material for protein
measurement. The homogeneity, stability, and characterization studies were carried out following the
recommendations of the ISO 35:2017 Guide and the NTC-ISO 13528:2017 Standard. The homogeneity study
was carried out using a sample of 10 units under reproducibility conditions, the short-term stability study was
carried out at a storage temperature of 27 °C for 2 months following an isochronous design. The characterization
strategy consisted of transferring the value of a very similar MR using a single method performed by a
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laboratory. The applied statistical analysis allowed us to determine the homogeneity and stability of the total
protein parameter during transport. Finally, the assignment of the property value of the material was 25.99
g/100g of total protein with an estimated uncertainty U ==+ 0.90 g/100 g.

Keywords: homogeneity study; short-term stability study; characterization study; assigned value; ISO 17034;
expanded uncertainty; total protein; reference material; whole milk; Kjeldahl methodology.

1. Introduccion

Durante los procesos de produccion en la industria de alimentos se requiere informacién valida acerca de
la calidad e inocuidad para la toma de decisiones sobre los productos que seran objeto de distribucién y
comercializacion. Es por ello, que los laboratorios de ensayo, asociados a esta actividad, deben demostrar de
forma objetiva y suficiente la validez de sus resultados.

Para lograr dicho objetivo, los laboratorios disefian e implementan en el marco del aseguramiento
de la calidad de sus ensayos diferentes herramientas, entre las cuales se encuentran, sin limitarse a ellas, la
participacion en ensayos de aptitud, el analisis de muestras enriquecidas y el uso de material de referencia. Este
altimo, resulta particularmente efectivo para evaluar y demostrar la validez de los datos analiticos (Barwick;
Burke; Lawn; Roper; Walker, 2001).

Un material de referencia es suficientemente homogéneo y estable con respecto a una o mas propiedades
especificas, el cual ha sido establecido como adecuado para el uso previsto en un proceso de medicién (GTC-
ISO 30:2014).

Padua-Gandra et al. (2016) resaltan la relevancia de los materiales de referencia en los procesos de
validacion de métodos, en el desarrollo del control de calidad interno y en la trazabilidad de las mediciones
a los sistemas internacionales. No obstante, en el mercado no existen materiales de referencia para todos los
analisis quimicos que se realizan actualmente en los laboratorios de ensayos; los pocos materiales existentes
son costosos debido, por una parte, a los costos asociados a los procesos de produccion y, por otra y en gran
medida, a los costos de importacion necesarios para tener acceso a dicho material. Por lo anterior, se hace visible
la limitada capacidad nacional para la producciéon de este tipo de materiales, lo que pone de manifiesto los
inconvenientes para su adquisicion, la nula disponibilidad en el mercado nacional y su alto costo (Organizacion
de las Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial [ONUDI], 2020).

De este modo, se hace necesario alcanzar capacidades en el pais para el desarrollo y producciéon de un
material de referencia que pueda emplearse para el sector de alimentos y asi contribuir con el aseguramiento
de la calidad analitica en los laboratorios y, por ende, a la competitividad en el mercado, al lograr resultados
validos que soporten los productos en mercados globales. La produccion de un material de referencia para
el analisis de proteina total en leche cobra importancia debido a que la leche tratada industrialmente, como
mencionan Fernandez et al. (2015), ha supuesto un gran avance en nutricion humana, ya que es un alimento
completo y aporta proteina de alto valor bioldgico, hidratos de carbono, grasas, vitaminas y minerales. El
consumo de este alimento provee una gran cantidad de proteinas facilmente digeribles, ademas, con un elevado
valor bioldgico por la gran cantidad de aminoacidos esenciales presentes en el producto. Su determinacion se
puede realizar a través del método de Kjeldahl (ISO 1871:2009), el cual consiste en una destruccion oxidativa
de toda la materia organica encontrada en la muestra, con ayuda de un catalizador y el uso de acido sulfarico
concentrado. Posteriormente, se realiza la destilacion y, finalmente, una titulacién para conocer el contenido
total de compuestos nitrogenados en la muestra.

Porlo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue desarrollar y evaluar un material de referencia
de leche en polvo entera para la medicion de proteina total en el marco de participacidon en la convocatoria del

19



Informador Técnico 86(1) Enero - Junio 2022: 18 - 33

Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion, “Linea de fomento a la innovacion y desarrollo tecnoldgico en
las empresas 2019”, cumpliendo los lineamientos establecidos en el estdndar internacional para los productores
de materiales de referencia (ISO 17034:2017).

2. Materiales y métodos

2. 1. Seleccion de la materia prima y el analito de interés

Se utilizo6 leche en polvo entera como insumo para la elaboracion del material de referencia. Para su seleccion
se realizd un analisis de la composicion del contenido declarado en la etiqueta nutricional de diferentes leches
de diversos productores y se selecciond la de menor contenido neto de proteina, debido a que era el valor que
mejor se adecuaba a los intervalos acreditados por los laboratorios de ensayo en cuanto a la cuantificacion de
proteina en matriz lactea. Se adquirieron 4 kg de la referencia de leche en polvo seleccionada procedente del
mismo lote de produccién y se almacenaron en su empaque original a temperatura ambiente entre 18 y 20 °C
hasta la preparacién del material.

2.2. Método analitico

Para la determinacién de proteina total en leche se utilizé el método establecido en el documento normativo ISO
1871:2009, el cual forma parte del alcance acreditado de Biotrends Laboratorios SAS, bajo la ISO/IEC 17025:2017.

2.3. Verificacion de la identidad de la materia prima

Se realiz¢ la verificacion de la identidad de la materia prima (entendida como el estudio de las caracteristicas
propias del producto) a través de un analisis cualitativo (color, olor y sabor) y cuantitativo (humedad, proteina
total, grasa, acidez y cenizas), evaluando el cumplimiento de la leche en polvo con relacién a las caracteristicas
fisicoquimicas y organolépticas establecidas en el Decreto 616 de 2016 y la NTC 1036:2015.

2.4. Preparacion del material de referencia

Posterior a la verificacion de identidad de la materia prima (leche en polvo) se realiz6 la homogenizacion de
esta de forma manual, enseguida se realizé el tamizado empleando los tamices n.® 80, 120 y 170. Al producto
obtenido se le realizé una nueva homogeneizacién manual para continuar con el envasado. Con ayuda de una
balanza analitica de precision se pesaron y empacaron 25 g del prototipo del material en frascos de PVC color
ambar con tapa tipo push down. Cada envase tenia un sello sensitivo de espuma de poliestireno, con el fin de
evitar cualquier pérdida o contaminacion del material. Cada unidad del prototipo en su empaque primario
se identifico mediante una etiqueta disefiada que seguia los requisitos establecidos en la Guia ISO 31:2015,
posteriormente el frasco se empacd en una bolsa de PET/PEBD con sello zipper y se realizo el embalaje final en
una caja de carton de micro Kraft blanco.

2.5. Estudio de homogeneidad

Siguiendo las recomendaciones de la Guia ISO 35:2017 se realizo el estudio de homogeneidad, el cual consistio
en realizar el andlisis de proteina total por duplicado sobre 10 unidades del prototipo del material elaborado.
Los resultados analiticos obtenidos se evaluaron mediante el test de Griibbs para la determinaciéon de datos
atipicos. Posteriormente, se realizé el analisis de tendencias de los resultados teniendo como criterios el orden
de envasado y el orden en la ejecucion de los analisis ejecutados, la prueba de normalidad de los datos y un
analisis de varianza (ANOVA), aplicando una prueba F de Fisher, utilizando un nivel de significancia de 0,05.
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2.6. Estudio de estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad a corto plazo, en el que se seleccionaron 10 unidades del prototipo de material
referencia por medio de un muestreo simple aleatorio. Las muestras fueron sometidas a un almacenamiento a
una temperatura elevada (27 °C), superior a la temperatura ambiente de la zona (Bogota, Colombia), durante
un periodo de 60 dias, donde se realizaron seguimientos a los 0, 20, 40, 50 y 60 dias. El estudio se ejecutd
siguiendo un modelo isécrono. El andlisis estadistico de los resultados consistié en la inspeccion de datos
atipicos empleando el test de Griibbs. Posteriormente, se aplicé una prueba de regresion lineal utilizando
como evaluacion la significancia de la pendiente mediante la prueba f, como recomienda la Guia ISO 35:2017
y, finalmente, se realizé un analisis de varianza para comprobar la estabilidad a corto plazo del material,
aplicando una prueba F de Fisher, utilizando un nivel de significancia de 0,05 para determinar diferencias
estadisticamente significativas.

2.7. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los estudios de homogeneidad, estabilidad y asignacién de valor se realizo siguiendo
los lineamientos proporcionados en la Guia ISO 35:2017 y las Normas NTC-ISO 13528:2017, NTC-ISO 17034:2017.
En la Tabla 1 se presenta la lista de las ecuaciones y términos matematicos utilizados para la evaluacion de
los estudios de homogeneidad, estabilidad, caracterizacion y estimaciéon de la incertidumbre combinada y
expandida.

Tabla 1. Ecuaciones utilizadas en los estudios analiticos para la elaboracién del material de referencia.

Ecuacion Descripcion

b, Es el valor de la pendiente de regresion lineal de los
1 datos, la cual se estimé a través de método grafico.

Hace referencia al factor t de la tabla Student con un
nivel de confianza del 95 % y grados de libertad n-2.

s corresponde al valor de la raiz cuadrada de la desviacion
YL (Y — by — by X))? .

S = [=1 i 0 141 estandar de los datos, Y, X corresponden a los valores

n—2 experimentales obtenidos y los factores bU , b1 se

calcularon a partir de la regresion lineal de los datos.

s(b,)es el valor de laincertidumbre asociada a la pendiente. (4)

u, es el valor de incertidumbre atribuido por el estudio

Unom de homogeneidad; MS,, .., es el valor del cuadrado )
= \/MSENTRE—MSDENTRO/n medio dentro de los grupos, MS,, ... es el valor del

cuadrado medio entre grupos, no es la cantidad de réplicas.

u,, es el valor de la incertidumbre de medicion

Uestr =S(b 1) Xt atribuida por el estudio de estabilidad; t es el (6)
tiempo de duracion del estudio de estabilidad.

u,. es el valor de la incertidumbre de medicidon
atribuida por el estudio de caracterizacion; u,, es el
Ucart = uMRZ_'_uQZ valor de incertidumbre del material de referencia de
MUVA; u, es el valor de incertidumbre de las diferencias

experimentales del material de referencia de MUVA.
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Ecuacion Descripcion Numero

u, corresponde a la incertidumbre de las diferencias

Ug = Sd/‘/n experimentales del material de referencia de MUVA; s,

- - corresponde al valor de la desviacion estandar de las
diferencias.

8)

Uva u corresponde al valor de la incertidumbre estimada del
— 2 2 2 . .
= \/ Upom™ T Uestp” + Ucart material de referencia.

U hace referencia a la incertidumbre expandida del material
U=K * Upa de referencia; corresponde al valor del factor de cobertura, (10)
en este caso K = 2, equivalente a 95 % de probabilidad.

Fuente: elaboracion propia.

2.8. Asignacion del valor al material

La estrategia de asignacion del valor al material usado fue la transferencia de valor de un material de referencia
a un candidato muy similar, utilizando un tinico método realizado por un laboratorio (NTC-ISO 17034:2017).
Para este estudio se utilizé el MR del proveedor MUVA Kempten GmbH de Alemania, “Spray Dried Whole
Milk Powder”.

3. Resultados

3.1. Seleccion de la materia prima y verificacion de la identidad

Los resultados de las pruebas de verificacion de identidad realizadas a la leche en polvo entera permitieron
determinar el cumplimiento delos requisitos establecidos como las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
segun el Decreto 616 de 2016 y a la NTC 1036:2015. Es decir, que la materia prima presentd caracteristicas de
color, olor y sabor caracteristicos, asi como parametros cuantitativos que se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de verificacion de identidad de materia prima.

Pardmetro Resultado Especificacion
(9/100 g) (9/100 g)
Humedad 2,13 Max. 4,0
Proteina total 25,5 Min. 24,5
Grasa 28,0 26,0-33,0
Acidez 1,10 0,9-1,3
Cenizas 6,0 Max. 6,0

Fuente: elaboracién propia.
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Se determind en escala de produccién de planta piloto que, a partir de 3 kg de materia prima, se
producen 73 unidades de material de 25 g del prototipo del MR. La etapa de tamizado permitio caracterizar la
materia prima a trabajar con un tamafio de particula menor a 180 pm.

3.2. Estudio de homogeneidad

3.2.1. Identificacion de valores atipicos

Los resultados del estudio de homogeneidad se presentan en la Tabla 3. Estos fueron sometidos al test de
Griibbs, con el objetivo de detectar valores atipicos en el conjunto de datos. Para la prueba se definié un nivel
se significancia (o) de 0,05, planteando como hipoétesis nula Ho = no existen valores atipicos en el conjunto de
datos. La prueba dio como resultado p >0,05, que al compararlo con el nivel de significancia escogido para el
analisis corrobord la hipotesis nula, estableciendo que no existieron valores atipicos en el conjunto de datos, lo
que permitié utilizar el conjunto de datos inicial para el posterior tratamiento estadistico.

Tabla 3. Resultados del andlisis de proteina total del estudio de homogeneidad.

N.cde N.cde Proteina total Proteina total Proteina total
envase unidad Réplica 1 (g/100 g) Réplica 2 (g/100 g) Promedio (g/100 g)

1 007 25,45 25,54 25,50

2 016 25,49 25,35 25,42

3 024 25,55 25,47 25,51

4 027 25,39 25,43 25,41

5 030 25,21 25,38 25,30

6 042 25,47 25,48 25,48

7 053 25,35 25,25 25,30

8 060 25,25 25,27 25,26

9 063 25,45 25,16 25,31

10 073 25,20 25,40 25,30

Fuente: elaboracién propia.

3.2.2. Andlisis de tendencias

Enla Tabla 4 se presentan los resultados del analisis de tendencias. Para este se asumio que los datos se ajustaban
a un modelo de regresion lineal. A partir de esto se realiz6 el andlisis de la significancia de la pendiente de los
datos con un factor ¢ student para una probabilidad del 95 %, y el valor de la incertidumbre asociada a la
pendiente.
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Tabla 4. Resultados del andlisis de tendencias de los datos.

Pendiente Factor de Valor dela
Tendencia de regresion la tabla t incertidumbre
analizada lineal student asociada
(b)) (€9,95n.2) s(b,)

Evaluacion de

la significancia Conclusion

(to, 95,n-2

)*s(b,)

No se observaron
0,0377 2,30 0,018 0,041 tendencias
significativas

Segun el orden
de envasado

No se observaron
0,0038 2,30 0,02 0,051 tendencias
significativas

Segun el orden
de analisis

Fuente: elaboracién propia.

Como se observa en la Tabla 4 y en las graficas siguientes, el valor de la evaluacion de la significancia de
la pendiente fue mayor al valor de la pendiente de los datos, lo que permitid establecer que no se presentaron
tendencias significativas en los datos segtn el orden de envasado ni el orden de la realizacion de los 20 ensayos
realizados. Teniendo en cuenta los resultados del analisis de tendencias, se establecid que no se presentaron
desviaciones en la etapa de envasado del lote de produccién ni en la etapa de analisis del material (Figura 1y 2).

25,55

25,50 o .
g pe y =-0,0377x + 25,49
S 2545 | R? = 0,3492
L;"B e, * o
—~ 25,40 3
= I . T
% 2535 | e
S e s L

25,30 . ® g

25,25 ®

25,20

1 2 3 4 5 6

Orden de envases

Figura 1. Analisis de tendencias segun el orden de envasado.
Fuente: elaboracién propia.
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Orden de analisis por envase

Figura 2. Andlisis de tendencias segun el orden de medicion.
Fuente: elaboracién propia.

3.2.3. Prueba de normalidad

Se realiz6 una prueba de normalidad al conjunto de los datos con el objetivo de definir los analisis estadisticos
a utilizar posteriormente. Se utilizé la prueba de Ryan Joiner, debido a como indican Salafranca, Sierra, Nufez,
Solanas y Leiva (2005) esta resulta extremadamente titil para muestras de pequefio tamafio (1 < 30). El valor p de
la prueba fue mayor al nivel de significancia escogido a. = 0,05, por lo que se acepta la hipotesis nula de que los
datos presentan una distribucion normal. Una vez se establecié la normalidad de los datos se procedié a aplicar
un analisis de varianza (ANOVA), para comprobar la homogeneidad del material en el valor de proteina.

3.2.4. Andlisis de varianza

La homogeneidad de los datos se comprobo a través de un andlisis de varianza (ANOVA). Empleando el
estadistico F de Fisher se plante¢ la hipotesis nula H, = las medias de los valores de proteina total de los 10
envases analizados son iguales, el nivel de significancia escogido fue o = 0,05. En la Tabla 5 se presentan los
resultados del analisis, el valor de probabilidad correspondi6 a p = 0,165 lo que permitié aceptar la hipdtesis
nula, la cual establecié que ninguno de los datos es estadisticamente diferente a los demads, determinando que la
media de cada envase analizado es estadisticamente igual entre ellos. Esto permitié establecer la homogeneidad
del parametro de proteina total en el material. Se estimd la contribucién a la incertidumbre combinada aportada
por el estudio de homogeneidad aplicando la ecuacion (5) de la Tabla 1, el resultado se presenta en la Tabla 7.
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Tabla 5. Resultados andlisis de varianza del estudio de homogeneidad.

Grados de Suma ajustada de Cuadrados
Fuente de variacion libertad los cuadrados medios Valor F Valor P
(SS) (MS)
Entre grupos 9 0,16857 0,01873 1,91 0,165
Dentro de los grupos 10 0,09830 0,00983
Total 19 0,26687

Fuente: elaboracién propia.

3.3. Estudio de estabilidad

3.3.1. Identificacion de valores atipicos

Se utiliz6 el test de Griibbs para identificar valores anomalos en el conjunto de datos, el test dio como resultado
un valor de probabilidad de p mayor a 0,05, que al compararlo con el nivel de significancia escogido para el
estudio (a = 0,05) da por encima, lo que corrobora la hipétesis nula (Ho =no hay valores atipicos en el conjunto
de datos) del estadistico escogido. Con esta conclusion se realizo el analisis estadistico sin la exclusion de
ningun resultado experimental obtenido.

3.3.2. Anadlisis de regresion lineal

La evaluacion de la estabilidad del material de referencia se hizo siguiendo la recomendacion proporcionada
en la Guia ISO 35:2017. Se realiz6 la regresion lineal del contenido de proteina total en funcion del tiempo y se
examind la pendiente en términos de significancia a través de la comprobacion con una prueba f student. En la
Tabla 6 se presentan los resultados del estudio. La evaluacion de la significancia de los datos permitio establecer
que el valor de la pendiente de la recta es menor al producto entre la incertidumbre asociada y el factor ¢ para
una probabilidad del 95 %, lo que indica que el material es estable en el valor de proteina total durante el tiempo
y condiciones evaluadas. La contribucion a la incertidumbre combinada aportada por el estudio de estabilidad
se estim¢ aplicando las ecuaciones (3) (4) y (6) de la Tabla 1, los resultados se presentan en la Tabla 8.

Tabla 6. Resultados de la evaluacidn de la estabilidad del material de referencia.

Valordela Valor de Valordela Valor para
pendiente latablat incertidumbre evaluacion de la Evaluacion dela

de regresion student asociada significancia significancia

lineal (b, ) (t) 0502

s(b,) (¢

0,95,n-2

)*s(b,)

0,0044 3,182 0,0027 0,0086 |bi| < toosn—2 * s(by)

Fuente: elaboracién propia.

Ademas de la evaluacion de la estabilidad del material a través del andlisis de tendencias se empleo el
andlisis de varianza aplicando una prueba F con un 95 % de probabilidad donde se en buscan las diferencias
estadisticamente significativas.
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3.3.3. Andlisis de varianza (ANOVA)

Se realizé una prueba de normalidad a los datos, con el objetivo de determinar si estos se acoplaban a esta
distribucién, para posteriormente aplicar el andlisis de varianza. La prueba de normalidad de Ryan Joiner
aplicada dio como resultado un p > 0,1, siendo este mayor al nivel de significancia escogido a = 0,05, de esta
manera se acepto la hipotesis nula de que el conjunto de datos presenta una distribucion de tipo normal.
Posteriormente, se aplicé la prueba paramétrica empleando estadistico F de Fisher, que dio como resultado un
valor de probabilidad de p = 0,258, mayor al nivel de significancia escogido ( a = 0,05), lo que permiti6 aceptar
la hipdtesis nula que establecié que ninguno de los datos es estadisticamente diferente a los demas, de lo que
se concluye que el valor de proteina no cambi6 a través del tiempo, corroborando la estabilidad del material a
corto plazo.

3.4. Asignacion de valor al material

En la Tabla 7 se presentan los resultados de la evaluacion experimental del material de referencia desarrollado
por Biotrends Laboratorios y del material de referencia del productor MUVA. Se indican los resultados del
promedio de ambas mediciones luego de comprobar que los dos conjuntos de informacién no presentan datos
anomalos por medio de la aplicacion del test de Griibbs, teniendo como resultado p > 0,05, que al ser mayor
al nivel de significancia escogido (a = 0,05), determina la no existencia de valores atipicos. Posteriormente,
se evaluo la normalidad de los datos a través de la aplicacién de la prueba de normalidad de Ryan Joiner
(Salafranca et al., 2005) y se realizé un andlisis de varianza, comprobando asi la no existencia de diferencias
estadisticamente significativas en los datos obtenidos experimentalmente.

Tabla 7. Resultados del estudio de caracterizacion.

MR MUVA MR MUVA MR Biotrends MR Biotrends
resultado de la
Reportado en el Resultado Resultado X
: ) X transferencia de
certificado experimental experimental valor
XCM UVA XEM UVA XEBI OTRENDS xa
BIOTRENDS
Valor de
proteina 26,77 + 0,41* 26,30 + 0,07* 25,52 25,99
Total
(9/1009)

* Incertidumbre expandida.

Fuente: elaboracién propia.

Para establecer el valor asignado del material de referencia producido por Biotrends Laboratorios se
realizé la transferencia de la diferencia encontrada entre el valor de proteina total del material producido por
MUVA, reportado en el certificado (xc,,,,,) y el valor experimental obtenido en el laboratorio xE,,,, que fue
de 0,47 g/100g. Teniendo en cuenta el valor experimental obtenido del material de referencia producido por
Biotrends Laboratorios, el cual fue de 25,52 g/100 g y la diferencia hallada (0,47 g/100g), la transferencia da
como resultado un valor de 25,99 g/100 g de proteina total, el cual se establece como valor de referencia. La
contribucién a la incertidumbre combinada aportada por el estudio de caracterizacion se estim¢é aplicando las
ecuaciones (7) y (8) de la Tabla 1 y los resultados se presentan en la Tabla 8.
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3.5. Estimacion de la incertidumbre del material de referencia

La estimacion de la incertidumbre del material de referencia se realizo siguiendo los lineamientos de la Guia ISO
35:2017 y la Norma NTC-ISO 13528:2017. La metodologia para la estimacion de la incertidumbre de los estudios
de homogeneidad y estabilidad concordaron con lo propuesto por Yang, Jiao, Zhang, Du y Lu (2017), quienes
desarrollaron un nuevo material de referencia certificado (MRC) de acido clorogénico (CHA) y estimaron la
incertidumbre de los estudios de homogeneidad y estabilidad de acuerdo con las ecuaciones (5) y (6) de la
Tabla 1, utilizando un factor de cobertura (k = 2) con un nivel de significancia del 95 % para la estimacion de
la incertidumbre expandida. En la Tabla 8 se presentan los resultados de la estimacion de la incertidumbre
del material, donde se identificaron como fuentes el estudio de homogeneidad, estabilidad a corto plazo y la
asignacion de valor. Asi mismo, se observa el aporte de dichas contribuciones en la Figura 3.

Tabla 8. Estimacion de la incertidumbre del material de referencia.

Parametro Resultado

MSENTRE 0,01873
MS 0,00983
Estudio de homogeneidad PENTRO
Ecuacién (5)
u, +0,063
s (b,) +0,0027
Estudio de estabilidad Ecuacion (6)
u,, +0,162
54 0,17
u, +0,10
Asignacioén de valor U, +0,41
Ecuacion 8y
cart + 0’42
Ecuacién (10)
Incertidumbre combinada
u, +0,45
Ecuacién (11
Incertidumbre expandida
u +0,90

Fuente: elaboracion propia.
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u caracterizacion
u estabilidad

u homogeneidad

Figura 3. Pareto contribucion fuentes de incertidumbre.
Fuente: elaboracion propia.

Teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 8, la estimacion de la incertidumbre expandida del
material de referencia de leche en polvo entera fue de + 0,90 g/100 g. Finalmente, el valor de referencia de
proteina total del material, el cual fue asignado por medio del estudio de caracterizacion fue de 25,99 g/100 g +
0,90 g/100 g.

4. Discusion

La leche en polvo entera constituye un importante blanco para la industria de alimentos, pues hace parte de la
dieta humana en todos los grupos de edad, por lo que es considerada como un producto de primera necesidad.
En Colombia, segtin la Federacion Colombiana de Ganaderos (FEDEGAN, 2021), en el afo 2020 la produccion
de leche fue de 7393 millones de litros. El sector lacteo tiene una participacion de 36,7 % en el PIB pecuario
nacional y se anuncid entrega de apoyos del gobierno nacional para su crecimiento, entre los que encuentra
la inversion de $ 4.000 millones de pesos, con el fin de incentivar la exportacion y la compra de excedentes de
produccion.

Asi mismo, se establecieron planes orientados a la promocién del consumo de lacteos y a la creaciéon de
lineas de crédito para la financiacion de plantas de pulverizacion, incentivando la produccién de leche en polvo
en el pais (Ministerio de agricultura, 2020). Con el crecimiento del sector se prevé la necesidad de fortalecer las
estrategias de control de calidad, que incluyen el analisis de calidad del producto a través de la ejecucion de
ensayos que permitan medir los parametros que exige la legislacion nacional, particularmente, proteina y grasa,
al ser dos componentes de importante valor nutricional.

Los ensayos de laboratorio que permitan realizar esta evaluacion deberan realizarse en el marco de
los mas altos estandares de calidad, con el fin de avanzar en la metrologia quimica y en el aseguramiento de
la calidad analitica en el sector lacteo (Pires et al., 2017). En esta labor, los materiales de referencia cumplen un
importante papel para asegurar la validez de los resultados en los laboratorios de ensayo. Lo anterior sustenta
los objetivos del presente articulo, cuya finalidad tltima es contribuir con el fortalecimiento de la industria
lactea.

En el marco del proyecto se desarrollé un material con leche en polvo, candidato a ser MR dadas las
caracteristicas de la matriz tales como su vida 1til prolongada, la facilidad en su manipulacion y conservacion,
asi como la posibilidad de garantizar sus condiciones de estabilidad y homogeneidad. Es asi como se realiz¢6 la
produccién de 73 unidades de 25 g del MR de leche en polvo entera para el parametro de proteina total.
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Para el estudio de homogeneidad realizado se tuvieron en cuenta los requisitos establecidos en la Guia
ISO 35:2017, tal y como lo sugieren Bastos et al (2020), quienes elaboraron un material de referencia para la
cuantificacién de vanadio, niquel, sodio, calcio, estroncio y bario en petroleo crudo. La evaluacion realizada
indicé que no se evidencian tendencias significativas en el orden de medicién de las muestras, ni el de
procesamiento. El modelo estadistico propuesto fue aplicado de forma homoéloga en el material producido por
Biotrends, en donde el analisis de regresion permitié descartar posibles tendencias significativas en los datos.
Tanto en el estudio propuesto por Bastos et al. (2020) como en el realizado por el laboratorio se demostro la
homogeneidad del material, dentro y entre los envases, utilizando el analisis de varianza ANOVA a través de
la prueba F con una probabilidad de p > 0,05, caracteristica imprescindible de un material de referencia, que
permite a los usuarios del mismo garantizar reproducibilidad del valor asignado, lo que aporta trazabilidad y
confianza a sus mediciones.

El estudio de estabilidad a corto plazo se realiz6 con el objetivo de establecer la integridad del material
en condiciones de transporte. Como lo establece la Guia ISO 35:2017, es importante conocer el comportamiento
del material en condiciones extremas de manipulacién, por ello el estudio se realizé bajo condiciones de
almacenamiento a 27 °C, temperatura que se podria presentar en las ciudades mas calurosas del pais (Colombia),
aun realizando el envio en condiciones de refrigeracion por un periodo de 2 meses.

El andlisis de resultados del estudio mostrd que el valor de proteina del material se mantiene estable
a dicha temperatura, dado a que la regresion lineal de los datos no revel6 tendencias significativas. Enfoques
similares fueron establecidos en estudios de estabilidad a corto plazo en distintos materiales de referencia.
Chew et al. (2016) desarrollaron un MR de polvo de hongos para mediciones de calcio, arsénico, cadmio y
plomo, donde escogieron una temperatura de transporte maxima permitida de 40 °C durante un periodo de
2 meses y al igual que en el presente estudio se observd que los analitos eran estables bajo las condiciones de
transporte establecidas. Otras condiciones se presentan en el estudio realizado por Bolzoni, Marcolini, Ferrini y
Buffoli (2016), quienes para evaluar posibles alteraciones por temperatura simularon un transporte en periodos
calidos a una temperatura de 44 °C durante una semana, en un material de referencia de leche liofilizada para
determinacién de fosfatasa alcalina, confirmando la estabilidad a corto plazo del material en dichas condiciones
de transporte.

Una vez comprobada la estabilidad del material bajo condiciones de transporte, es necesario realizar un
segundo estudio de estabilidad, de acuerdo conlo establecido enla Guia ISO 35:2017, este debera realizarse alargo
plazo, con el fin de evaluar el comportamiento del valor de proteina del material en el lugar de almacenamiento.
Dicho estudio se realizaria en un periodo de 12 meses o mas, garantizando que el valor asignado se mantendra
estable durante el tiempo establecido bajo las condiciones de almacenamiento especificadas.

Finalmente, la asignacion de valor del material de referencia se realizé siguiendo una de las estrategias
planteadas por la Norma NTC-ISO 17034:2017, la cual consisti6 en la transferencia de valor de un MR a un
candidato a MR muy similar, llevada a cabo utilizando un tinico método realizado por un laboratorio. Bajo este
enfoque se establecié un valor asignado de proteina de 25,99 g/100 g. Esta estrategia, como se muestra en los
resultados de la estimacion de la incertidumbre del material, conllevo a que la asignacion de valor fuera la fuente
de mayor aportacion en la estimacion de la incertidumbre combinada del material, proporcionando un valor de
u_ . *0,42, esto posiblemente debido a que en esta estrategia se incluye la incertidumbre declarada del material
de referencia de MUVA. El aporte de incertidumbre de los demads estudios contribuy6 en el siguiente orden
estudio de estabilidad y estudio de homogeneidad, con una incertidumbre expandida de 0,90. Sin embargo,
es necesario tener en cuenta que se debe incluir el aporte a la estimacion de la incertidumbre del estudio de
estabilidad a largo plazo.
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5. Conclusiones

Se disend y elabor6é un nuevo material de referencia de leche en polvo entera (MRLPO01), lote 001FP para el
mensurando de proteina total. Los resultados de los estudios permitieron establecer que la leche en polvo
entera es una matriz adecuada como insumo en la elaboracion del material de referencia para el analisis de
proteina total. Con base en los hallazgos obtenidos, se encontr6 que el material de referencia elaborado cumple
con los requisitos de homogeneidad y estabilidad a corto plazo.

El método empleado para la determinacion de proteina basado en la metodologia Kjeldahl, que sigue el
procedimiento establecido en el documento normativo ISO 1871:2009 permitio la obtencion de valores veraces
para el desarrollo del material de referencia de leche en polvo propuesto por Biotrends Laboratorios.

El material de referencia de leche en polvo entera producido fue homogéneo en el valor de proteina
total de acuerdo con los requisitos de la Guia ISO 35:2017, donde el valor asignado de proteina fue 25,99 +
0,90 g/100 g, valores que se establecieron siguiendo los lineamientos de la norma NTC-ISO 13528:2017. Los
estudios realizados al material permitieron establecer la idoneidad del proceso de produccién, envasado y
almacenamiento para el cumplimiento de las caracteristicas de homogeneidad y estabilidad a corto plazo.

6. Recomendaciones

En caso de requerir escalar el proceso de produccion a nivel industrial, seria necesario un estudio de factibilidad
comercial que justifique una producciéon a grandes volimenes. Escalar la produccién requerira, entonces,
un modelamiento del proceso que incluye el redimensionamiento de los equipos y utensilios utilizados que
permitan el manejo de volimenes de produccion mas altos, asi como un aumento de la capacidad de produccion
por el crecimiento de los recursos de operacion, lo anterior en procura de garantizar la calidad del producto
con base en los resultados obtenidos en el proceso, que ya se ha adaptado a pequena escala. El desarrollo y
produccién del material de referencia de leche en polvo entera es una respuesta a la necesidad constante de
producir nuevos MR en el pais y esta investigacion constituye una referencia para futuros productores de estos
materiales.
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