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RESUMEN 

 

La validación de métodos analíticos, es una tarea muy importante para los laboratorios de 

análisis. Se realizan con la finalidad de generar resultados confiables, basados en pruebas 

documentadas que sustenten su veracidad. Particularmente, para la determinación de 

nitrógeno y proteína en alimentos se establece el método Kjeldahl, utilizado actualmente 

como método oficial por varios organismos nacionales e internacionales. 

 

En el desarrollo del trabajo se empleó el método oficial de la AOAC 2001.11, que describe 

el procedimiento por destilación Kjeldahl para medición de proteína cruda. Con la 

recolección y el procesamiento de los datos se establecieron rangos de trabajo que 

comprenden del 9 al 23%, 7 al 34% y 0,3 al 24% para las matrices de cárnicos, cereales, 

lácteos y sus derivados respectivamente. Se evaluó la precisión del método a través del 

valor del coeficiente de variación (CVr) menor a 5%, criterio cumplido en todos los puntos 

de cada matriz.  

 

Adicionalmente se calcularon los límites de repetibilidad y reproducibilidad, que permiten 

evaluar la diferencia absoluta entre duplicados en análisis posteriores, los valores 

adecuados en condiciones repetibles deben ser menores o iguales a 0,39 (cárnicos), 0,28 

(cereales) y 0,24 (lácteos) y de 0,43 (cárnicos), 0,32 (cereales) y 0,22 (lácteos) en 

condiciones reproducibles. Por otra parte, la exactitud se comprobó por medio del 

estadístico Z score para las matrices de cárnicos y cereales, analizando materiales de 

referencia certificados (NIST) e intercomparaciones solicitadas a LGC. Para la matriz de 

lácteos se comprobó recuperabilidad del material de referencia certificado así como la de 

sulfato de amonio, estándar primario. Finalmente se establecieron factores de 

incertidumbre de 0,030 para cárnicos, 0,021 para cereales y 0,014 para lácteos. 

 

Palabras clave: validación, Método Kjeldhal, Ecuachemlab Cía. Ltda. 
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ABSTRACT 

 

The validation of analytical methods is a very important task for the laboratories of 

analysis. Are performed with the aim of generating reliable results, based on documented 

evidence to support their veracity. Particularly, for the determination of nitrogen and 

protein in food, the Kjeldahl method is set, which one is currently used as official method 

by several national and international agencies. 

 

In the development of this work, the AOAC Official Method 2001.11 was used, which 

describes the procedure by Kjeldahl distillation for the measurement of crude protein. 

With the collection and processing of the data, working ranges were establishedwhich 

varied from 9 to 23%, 7 to 34% and 0.3 to 24% for matrices of meat, cereals, milk and its 

derivatives, respectively. The accuracy of the method was assessed by the value of the 

coefficient of variation (CVr) lower than 5%, which criterion was fulfilled at all points of 

each matrix.  

 

Additionally, the limits of repeatability and reproducibility were calculated, allowing to 

evaluate the absolute difference between duplicates in subsequent analysis, the 

appropriate values in repeatable conditions must be lower than or equal to 0.39 for Meat, 

0.28 for cereals, and 0.24 for dairy products, 0.43 for meat, 0.32 for cereals and 0.22 for 

dairy products in reproducible conditions. On the other hand, the accuracy was verified 

by the statistic Z score for matrices of meat and cereals, analyzing certified reference 

materials (NIST) and intercomparisons requested to LGC. For the matrix of dairy 

products, it was found the recoverability of certified reference materials as well as that of 

the primary standard ammonium sulphate. Finally, the factors of uncertainty for meat, 

cereals and dairy products were established as 0.030, 0.021 and 0.014, respectively. 

 

Key words: validation, Kjeldahl method, Ecuachemlab Cía. Ltda.
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INTRODUCCIÓN 

 

El análisis de las propiedades fisicoquímicas de los alimentos es uno de los aspectos 

principales en el aseguramiento de la calidad, cumpliendo un papel muy importante en la 

determinación del valor nutricional de los alimentos, en el control del cumplimiento de 

los parámetros exigidos por los organismos de salud y para el estudio de las posibles 

irregularidades como adulteraciones, falsificaciones, etc. tanto en alimentos terminados 

como en sus materias primas (ICTA, 2016). Con el fin de tener una idea general sobre la 

calidad de un alimento y su composición se realizan análisis de contenido inmediato o 

proximal, que comprende una evaluación de: grasa, proteínas, carbohidratos, humedad, y 

ceniza (Castañeda, 2011). En el presente trabajo se abordará puntualmente el análisis de 

proteínas y la importancia de tener un método validado que permita obtener resultados 

fiables.      

 

Las proteínas son estructuras químicas complejas que contienen carbono, hidrógeno, 

oxígeno y nitrógeno, este último constituye aproximadamente el 16% de la mayoría de las 

proteínas de la dieta (Williams, 2002) y se encuentra en forma de grupo amino (NH2) 

(López, 2003). Este tipo de biomoléculas son parte estructural de las células, de las 

moléculas que se transportan en la sangre, hormonas, enzimas y por consiguiente su 

presencia en la dieta es esencial (ICTA, 2016), por lo que la calidad y cantidad de 

proteínas de la alimentación, sus fuentes y su metabolismo, son de gran importancia 

(Vázquez, De Cos, & López, 2005). El contenido proteínico de los alimentos puede ser 

determinado por varios métodos, cada uno basado en diferentes propiedades de las 

proteínas para interactuar con diversos compuestos. En este caso se empleará el método 

Kjeldahl, el cual se basa en la determinación del nitrógeno de la muestra, considerando 

que la proporción de nitrógeno no proteínico en un producto alimenticio es demasiado 

pequeña para ser significativa y que una determinación del contenido de nitrógeno total 

refleja con suficiente precisión el contenido de proteína del alimento (Verdini, 2015). El 

método ha sido descrito como oficial en múltiples normativas: AOAC, ISO, Farmacopeas 

y distintas Directivas Comunitarias.  
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El trabajo tiene como fin validar el método Kjeldahl para determinación de proteína cruda, 

es decir someter el método a evaluación y pruebas para asegurar resultados válidos. La 

validación de métodos analíticos y la calibración del equipo son elementos importantes 

que garantizan la calidad de los análisis en los laboratorios. (UNODC, 2010). La 

validación tiene por objeto obtener evidencia objetiva y documentada de que el método es 

confiable para producir un resultado esperado (CENMA, 2006). La norma ISO 17025 

define a la validación como, la confirmación mediante examen y la aportación de 

evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso 

específico previsto (ENAC, 2014). Las características típicas que se deberían considerar 

en la validación son: la Exactitud, Precisión, Incertidumbre, Especificidad, Límite de 

detección, Límite de cuantificación, Linealidad, Rango, Robustez (Salazar, 2004), sin 

embargo, de estas es posible seleccionar las que sean necesarias y aplicables para 

corroborar la validez del método, en base a la experiencia y criterio de la(s) persona(s) 

que efectuarán la validación. 
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CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA 

 

1.1 Tema 

 

“IMPLEMENTACIÓN DEL MÉTODO KJELDAHL PARA LA DETERMINACIÓN 

DE PROTEÍNA PARA DIFERENTES MATRICES EN EL LABORATORIO 

ECUACHEMLAB CÍA. LTDA. 

 

1.2 Justificación 

 

Los métodos analíticos que son empleados en la determinación de la composición química 

de alimentos y en general de cualquier producto, deben ser apropiados y utilizar técnicas 

analíticas exactas, pues de esto dependerá conocer lo más cercanamente posible el valor 

nutricional del alimento. Por tanto, el método de análisis seleccionado debe asegurar el 

manejo adecuado de las muestras hasta la determinación final del nutriente.  

 

Entre los muchos nutrientes que contiene un alimento, se encuentra como uno de los más 

importantes las proteínas, debido a que todos los procesos biológicos requieren de la 

presencia o dependen de la actividad de este tipo de moléculas. Las proteínas ingeridas en 

la alimentación, son degradadas a aminoácidos, entre estos 9 esenciales para la biosíntesis 

de nuevas moléculas. 

 

La cuantificación de proteínas en alimentos es de gran importancia, pues brinda 

información nutricional adecuada del tipo de alimento que se consume, y es considerado 

por los organismos reguladores de este tipo de productos en cada país, como un parámetro 

obligatorio que debe reportar un producto alimenticio. Esto genera el interés en las 

Industrias alimenticias de buscar un laboratorio que le proporcione resultados veraces a 

través de análisis de calidad. Por tanto, se hace evidente la necesidad de implementar un 

método de análisis adecuado y confiable en el laboratorio Ecuachemlab Cía. Ltda., que le 

permita garantizar su trabajo por medio de la validación del método Kjeldahl para 
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medición de proteína en alimentos y la posterior acreditación del laboratorio con este 

método; una vez que haya finalizado la serie de pruebas necesarias para la validación se 

obtendrán datos reales acerca de la precisión, exactitud, incertidumbre y rango.  

 

En el desarrollo de la validación de un método analítico es conveniente contar con una 

guía adecuada que respalde el procedimiento realizado y la documentación que deberá ser 

presentada, por ello se utilizará la normativa ISO/IEC 17025, que cuenta con los criterios 

con los cuales un laboratorio de ensayo y calibración debe cumplir, para que una vez 

validado el método este pueda ser auditado en cualquier momento. 

 

1.3 Objetivos 

 

1.3.1 Objetivo General 

Implementar el método Kjeldahl para la determinación de proteína para diferentes 

matrices en el Laboratorio Ecuachemlab Cía. Ltda. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 

 Elaborar un procedimiento interno de análisis para la determinación de proteína por el 

método Kjeldahl, AOAC 2001.11. 

 Verificar la validez del método a través del análisis de precisión, exactitud e 

incertidumbre, a un rango determinado.  

 Obtener la declaración del método como validado, una vez se hayan procesado los datos 

y obtenido los parámetros que sean necesarios para la validación de acuerdo a la norma 

ISO/IEC 17025.   
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Antecedentes Investigativos 

 

2.1.1 Método Kjeldahl 

 

Aunque con el tiempo ha estado sujeto a modificaciones el método Kjeldahl, desarrollado 

en 1883 por Johann Kjeldahl, sigue siendo la técnica más confiable para la determinación 

de nitrógeno orgánico y proteína. En consecuencia, es usado para calibrar métodos físicos 

y automáticos, se incluye en métodos oficiales de análisis (Kirk, Sawyer, & Egan, 2002) 

como los descritos por la AOAC, USEPA, ISO, en Farmacopeas y distintas Directivas 

Comunitarias (García & Fernández, 2008). En Ecuador la Norma INEN también lo 

establece para la medición de nitrógeno y proteína en Alimentos (INEN I. E., 2015), 

Además de ello en la normativa INEN 1334-2:2011 se establece a la proteína como uno 

de los nutrientes de declaración obligatoria (INEN I. E., 2011) exigiendo a las industrias 

alimentarias satisfacer la necesidad de analizar este y otros parámetros adicionales, con la 

búsqueda de laboratorios que generen resultados fiables.  

 

El método se basa en la destrucción de la materia orgánica con ácido sulfúrico 

concentrado, para formar sulfato de amonio que en exceso de hidróxido de sodio libera 

amoníaco, que se destila recibiéndolo en: a) Ácido sulfúrico donde se forma sulfato de 

amonio, el exceso de ácido es valorado con hidróxido de sodio en presencia de rojo de 

metilo, o b) Ácido bórico formándose borato de amonio el que se valora con ácido 

clorhídrico (Instituto de Salud Pública de Chile, s.f), López (2003) reporta que 1 mL de 

HCl o H2SO4 0,1 M es equivalente a 1,401 mg de nitrógeno y que el límite de detección 

del método es de 0,0005 mg/mL = 0,5 mg /L = 0,00005 % de N. 

 

El método Kjeldahl ha sido utilizado para la determinación del nitrógeno en una amplia 

gama de muestras de alimentos, forrajes, fertilizantes y aguas residuales, en el caso de los 

alimentos la determinación de nitrógeno orgánico, hace posible la conversión y 

aproximación adecuada al contenido de proteína de la muestra, presumiendo una 
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proporción entre la proteína y el nitrógeno (García & Fernández, 2008), a este valor se 

lo denomina “proteína cruda o total”, ya que se considera que el contenido de nitrógeno 

no proteico, proveniente de ácidos nucleicos, sales de amonio, compuestos aromáticos 

nitrogenados (pirazina, ciclopentapirazina, pirrol y oxazol) y de vitaminas (B1, B2, 

nicotinamida), es insignificante y que la cuantificación de nitrógeno total refleja con 

suficiente precisión el total de proteína (Cruz, 2007). El método no incluye el nitrógeno 

nítrico, el cianhídrico, el de la hidracina, ni el del grupo azo, por lo cual el método es 

relativamente específico para la determinación de proteína (CIM, 2016). 

 

La proporción que representa el nitrógeno en la mayor parte de las proteínas, es del 16% 

en peso, de modo que suele utilizarse 6,25 como factor para convertir el contenido de 

nitrógeno en porcentaje proteína, en la mayoría de productos alimenticios, excepto los 

productos lácteos, para los cuales se usa el factor 6,38 (Simone, Simone, Eitenmiller, 

Mills, & Cressman, 1997). Para resultados más precisos se utilizan factores específicos, 

que reflejan mejor esta relación, para el trigo se puede utilizar un factor de 5,7 dado que 

en este caso el nitrógeno representa el 18% de la proteína, en la avena el factor es 5,83; 

para el huevo de 6,68; para almendras 6,18 (Vázquez, De Cos, & López, 2005). 

 

Las modificaciones del método que han resultado más útiles emplean óxido de mercurio 

(Wilfoth) y sulfato de cobre (Arnold) como catalizadores de oxidación y sulfato de potasio 

para aumentar el punto de ebullición del ácido sulfúrico (Gunning), en el método original 

la digestión se efectuaba con una mezcla de ácido sulfúrico y anhídrido fosfórico y la 

oxidación se completaba mediante la adición de permanganato de potasio. Otra 

modificación ampliamente aceptada, es la propuesta por Winkler en la etapa de 

destilación: originalmente se utilizaba ácido sulfúrico valorado para captar el amoniaco, 

titulando posteriormente su exceso con hidróxido de sodio valorado, la modificación 

consiste en recibir el NH3 sobre una solución de ácido bórico y titularlo directamente con 

solución valorada de H2SO4 o HCl (Verdini, 2015). En general el método consta de tres 

etapas: digestión de la muestra, destilación con arrastre de vapor del amoniaco producido 

y valoración ácido-base (Bernal de Ramírez, 1993). 
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En la digestión de la muestra el hidrógeno y el oxígeno proteico, son oxidados a dióxido 

de carbono y agua, el nitrógeno es convertido en sulfato de amonio (Bernal de Ramírez, 

1993), en medio ácido caliente (agente oxidante) en presencia de un catalizador 

(generalmente formado de cobre, mercurio o selenio) y sulfato de sodio o potasio para 

elevar la temperatura de ebullición (López, 2003) (ecuación 1).  

Norgánico +H2SO4
𝑪𝒂𝒕𝒂𝒍𝒊𝒛𝒂𝒅𝒐𝒓+∆
→           CO2 + H2O + (NH4)2SO4   (ec.1) 

 

En la etapa siguiente, mediante la acción de una base fuerte, generalmente hidróxido de 

sodio, se libera el amoniaco de la sal de amonio (ecuación 2) y se recoge sobre ácido 

bórico formando borato de amonio, el cual se titula directamente (ecuación 3) (Bernal de 

Ramírez, 1993). Es destilado únicamente el nitrógeno en forma de NH3 (López, 2003).          

(NH4)2SO4 + 2NaOH → 2NH3 + Na2SO4 + 2H2O   (ec.2) 

NH3 + H3BO3 → NH4 + H2BO3
−      (ec.3) 

 

En la etapa final, la cuantificación del nitrógeno amoniacal se realiza por volumetría 

ácido-base del ión borato formado, empleando ácido clorhídrico o sulfúrico y como 

indicador una disolución alcohólica de una mezcla de rojo de metilo y verde de 

bromocresol (ecuación 4). Los equivalentes de ácido consumidos corresponden a los 

equivalentes de amoníaco destilados (García & Fernández, 2008). 

H2BO3
− + H+ → H3BO3      (ec.4) 

 

Los catalizadores permiten acortar el tiempo de digestión y actúan como transportadores 

de oxígeno. Cuando se usa mercurio como catalizador, éste debe ser precipitado mediante 

el agregado de tiosulfato de sodio para liberar el NH3 (Verdini, 2015). 

 

2.1.2 Validación de métodos analíticos 

 

Internacionalmente la comunidad analítica ha establecido las principales especificaciones 

y requisitos operativos de un laboratorio por medio de la norma internacional ISO/IEC 

17025:2005 “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y 
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calibración”, indicando claramente la necesidad de la validación de los métodos analíticos 

como requisito indispensable antes de realizar una medición (INECC-CCA, 2010).  

 

La validación es el proceso establecido para la obtención de pruebas documentadas, 

mediante estudios sistemáticos de laboratorio, de que el método de análisis es lo 

suficientemente fiable y reproducible para generar un resultado esperado dentro de 

intervalos definidos, además permite conocer las características de funcionamiento del 

método (AEFI, 2001). 

 

En la validación de un método analítico se establece un procedimiento que conlleva 

estudios de laboratorio para obtener una base de datos que demuestren estadísticamente 

que un método tiene las características de desempeño (exactitud, precisión, especificidad, 

límite de detección, límite de cuantificación, linealidad, rango, robustez e incertidumbre) 

adecuadas para cumplir con los requerimientos de las aplicaciones analíticas proyectadas 

(USP, 2007). En la validación es importante identificar los requisitos del método, que 

dependerán de si este es, cualitativo o cuantitativo y las técnicas a utilizarse para su 

desempeño (UNODC, 2010). 

 

Exactitud: La “exactitud” expresa la cercanía de un resultado al valor verdadero. La 

validación de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados, 

evaluando los efectos sistemáticos y aleatorios sobre estos. La evaluación práctica se 

fundamenta en la comparación de la media de resultados de un método con relación a 

valores conocidos (EURACHEM, 2005). 

 

Precisión: es una medida de que tan cercanos están los resultados unos con respecto a los 

otros y por lo general se expresa mediante medidas como la desviación estándar la cual 

describe la dispersión de los resultados (EURACHEM, 2005). La precisión refleja los 

errores aleatorios que se producen cuando se utiliza un método. En general, la precisión 

puede ser medida en condiciones repetibles y en condiciones reproducibles.  
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UNODC (2010) menciona que la repetibilidad de las condiciones existe cuando un mismo 

técnico analiza muestras el mismo día, con el mismo instrumento y/o los mismos 

materiales en el mismo laboratorio y que cualquier cambio de estas condiciones 

(diferentes analistas, diferentes días, diferentes instrumentos, diferentes laboratorios) 

implica que las condiciones sólo serán reproducibles.  

 

Especificidad: Calpena (1991) la define como la capacidad de un método analítico para 

identificar/cuantificar el analito sin interferencias de impurezas, productos de degradación 

o excipientes que pueden estar presentes en la muestra. Sin embargo, en algunas ocasiones 

se aceptan métodos con baja especificidad cuando el propósito del análisis es captar 

compuestos similares dentro de un grupo (grasa total, cenizas, etc.) (Vinagre, 2007) 

 

Límite de detección: Diversos criterios coinciden en que, el límite de detección se define 

a partir de la cantidad más pequeña detectable por encima del ruido de un procedimiento 

y dentro de un límite declarado de aceptación (Coy, 2006). 

 

Límite de cuantificación: La menor concentración de un analito que puede determinarse 

con precisión (repetibilidad) y exactitud aceptable, bajo las condiciones establecidas de la 

prueba (EURACHEM, 2005). 

 

Linealidad: Define la habilidad del método para obtener resultados de la prueba 

proporcionales a la concentración del analito (EURACHEM, 2005) 

 

Rango o Intervalo de trabajo: Intervalo de concentración donde actúa el método en 

cuestión, sin ninguna dilución (Coy, 2006). Para cualquier método cuantitativo se 

determina el intervalo de concentraciones del analito, sobre los cuales el método puede 

aplicarse. En el extremo inferior del intervalo de concentración, los factores limitantes son 

los valores del límite de detección y/o cuantificación. En el extremo superior del intervalo 

de concentración, las limitaciones serán impuestas por varios efectos que dependen del 

sistema de respuesta del instrumento (EURACHEM, 2005). 
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Robustez: resistencia al cambio en los resultados obtenidos por un método analítico 

cuando se obtienen desviaciones menores a partir de las condiciones experimentales 

descritas en el proceso (Castelluci, 2005). 

 

Incertidumbre: En metrología, la incertidumbre se define como un parámetro asociado 

con el resultado de una medición que caracteriza la dispersión de los valores que puede 

atribuirse razonablemente al mensurando (UNODC, 2010). La incertidumbre de medición 

es un parámetro único (usualmente una desviación estándar o un intervalo de confianza) 

que expresa el intervalo de posibles valores sobre la base de los resultados de medición. 

Una estimación de la incertidumbre de medición considera todos los efectos reconocidos 

que influyen en el resultado; las incertidumbres asociadas a cada efecto son combinadas 

de acuerdo a procedimientos bien establecidos (EURACHEM, 2005). 

 

2.2 Hipótesis 

2.2.1 Hipótesis nula 

El método de análisis Kjeldahl para la determinación de proteína en diferentes matrices 

cumple con los criterios de calidad seleccionados. 

 

2.2.2 Hipótesis alternativa 

El método de análisis Kjeldahl para la determinación de proteína en diferentes matrices 

no cumple con los criterios de calidad seleccionados. 

 

2.3 Señalamiento de variables de la hipótesis 

2.3.1 Variables independientes 

Método de análisis Kjeldahl para la determinación de proteína.  

 

2.3.2 Variables dependientes 

Precisión (Repetibilidad y Reproducibilidad), exactitud e incertidumbre del método.  
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

La validación se llevó a cabo en base al instructivo interno de Ecuachemlab para la 

validación de métodos (ANEXO A), el mismo que ha sido realizado de acuerdo a los 

lineamientos planteados por la norma NTE INEN-ISO/IEC 17025:2005  

 

3.1 Equipos, materiales y reactivos  

 

3.1.1 Equipos 

 

Balanza analítica (Mettler Toledo AX205 Delta Range), digestor de proteína (Foss Tecator 

Kjeltec Digestor), destilador de proteína (Foss Tecator Kjeltec Auto 1030 Analyzer), 

desmineralizador de agua (Osmolife AD-2415), sorbona (Labconco Basic 47). 

  

3.1.2 Materiales  

 

Tubos de Kjeldahl Labconco, materiales de referencia certificados (NIST, USA): 

Infant/Adult Nutritional Formula (1849a), Meat Homogenate (1546a), Fortified Breakfast 

Cereal (3233). Intercomparaciones LGC Standards: Wheat based digestive biscuits (770) 

y Pork & duck liver pate (731).  

 

3.1.3 Reactivos  

 

Tabletas para Kjeldahl y ácido clorhídrico (Merck, Alemania), sulfato de amonio estándar 

primario, ácido bórico, rojo de metilo, papel para pesar libre de nitrógeno y carbonato de 

sodio (Fisher Scientific, USA), hidróxido de sodio y ácido sulfúrico grado técnico, verde 

de bromocresol (Lobachemie, India), agua desmineralizada. 

 

 

 

 



  

12 
 

3.2 Método  

 

La metodología empleada para la realización y consecución del tema de trabajo propuesto 

se basó en el Método Oficial de la AOAC 2001.11 (ANEXO B), el cual describe el 

procedimiento por destilación Kjeldahl para medición de proteína cruda.  

 

3.2.1 Selección de matrices y rango para la validación  

 

Debido a que Ecuachemlab está orientado principalmente al análisis de alimentos y 

tomando en cuenta que estos pueden ser de diferente tipo y de diversas características se 

realizó una revisión bibliográfica, de acuerdo a la experiencia y criterio del grupo de 

validación de Ecuachemlab, en Food Composition and Nutrition Tables (Souci, 

Fachmann, & Kraut, 2000) para establecer los puntos de medición, de tal forma que se 

pueda trabajar con un rango adecuado, estableciéndose el uso de las muestras listadas en 

la Tabla 1, como materiales de referencia. 

 

Tabla 1. Puntos de medición 

Matriz  Puntos  % Proteína 

teórico  

Muestras/MR utilizadas  

Cárnicos y 

derivados  

Salchicha  9,50 Salchicha Vienesa Don Diego 

Mortadela 12,4 Mortadela la Italiana  

Pollo  25,1 Pollo con piel  

Atún en agua 23,8 Lomitos Van Capms en agua 

Lácteos y 

derivados  

Mantequilla  3,50 Mantequilla Pasteurizada Miraflores 

Manjar de leche 6,36 Manjar Arequipe  

Leche en polvo 19,3 Leche en polvo La Vaquita 

Queso maduro  22,8 Queso Maduro Chédar Javeriano  

Cereales y 

derivados  

Maíz  8,96 Maíz Mediano Supermaxi  

Quinua  14,8 Quinua Especial Supermaxi  

Lenteja  23,4 Lenteja especial Aki 

Soya  37,6 Soya Cereales la Pradera  

Elaborado por: Salazar A., 2015. 
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3.2.2 Preparación de reactivos:  

 

3.2.2.1 Ácido Bórico al 4%: 

 

El ácido bórico fue disuelto en agua desmineralizada caliente, se dejó enfriar la solución 

y luego se trasvasó a un balón de aforo de un litro, donde se añadió verde de bromocresol 

y rojo de metilo 0,1% en relación 1:100 y 0,7:100 respectivamente, y se completó el 

volumen.  

 

3.2.2.2 Preparación del Hidróxido de Sodio 40% p/p: 

 

El hidróxido fue pesado y diluido en recipientes plásticos, la dilución se la realizó mientras 

se mantenía el recipiente en baño de agua fría. 

 

3.2.2.3 Preparación del Ácido Clorhídrico 0,1 N 

 

La solución se preparó a partir de ácido clorhídrico concentrado y fue valorada utilizando 

estándar primario de carbonato de sodio siguiendo el procedimiento que indica Skoog et 

al. (2000). 

 

Las soluciones preparadas fueron colocadas en los recipientes que se encuentran 

conectados al destilador de proteína.  

 

3.2.3 Preparación de la muestra: 

 

Los materiales de referencia a ser utilizados durante la validación fueron homogenizados 

adecuadamente mediante trituración y/o agitación. En el caso de cárnicos y lácteos 

refrigerados se esperó a que estos llegaran a temperatura ambiente para comenzar con las 

determinaciones efectuadas.  
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3.2.4 Digestión 

 

Se pesó entre 0,5 y 1,0 gramo de muestra en moldes de papel libre de nitrógeno, 

seguidamente se colocó el molde dentro de un tubo Kjeldahl, se adicionó una tableta de 

Kjeldahl y 12 ml de ácido sulfúrico concentrado. Los tubos con muestra se colocaron 

dentro de las celdas del digestor cubriéndolos con una flauta de recolección de vapores. 

La digestión se llevó a cabo a 420ºC ± 10ºC durante 30 minutos, dentro de una sorbona, 

para evitar la contaminación con los vapores generados. Se apagó el equipo y se dejó 

enfriar, cuando ya no se observó vapor dentro de los tubos, al igual que el sistema de 

recolección de vapores, se retiró la flauta y los tubos del digestor, cuando estos se 

encontraban a una temperatura tolerable al contacto, se adicionó 50 ml de agua 

desmineralizada.  

 

3.2.5 Destilación y Valoración  

 

Los tubos fueron introducidos en un destilador de proteína previamente sometido a dos 

ciclos de lavado de tal forma que cuando se realizó la lectura del blanco el valor fue cero 

(0). El equipo destila y titula automáticamente desplegando el valor del volumen de HCl 

0,1 N utilizado para titular la muestra. Al final de las mediciones se realizó una 

verificación, midiendo una muestra de sulfato de amonio estándar primario. 

 

Se trabajó con los factores de 6,25 para cárnicos y cereales, y 6,38 para lácteos. El 

porcentaje de proteína fue calculado mediante la expresión (Horwitz & Latimer, 2005)  

 

%𝑃 =
𝑉𝐻𝐶𝑙∗𝑁𝐻𝐶𝑙∗0,014∗𝐹

𝑀𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
∗ 100     (ec.5) 

Donde: 

VHcl, volumen de HCl consumido en la titulación. 

NHCl, normalidad del HCl utilizado en la titulación. 

F, factor utilizado para la conversión de %nitrógeno a % de proteína.  

Mmuestra, gramos de muestra utilizada. 
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3.3 Recolección y Análisis de Datos 

 

La validación del método Kjeldahl para la determinación de proteína se basó en el cálculo 

de exactitud, precisión e incertidumbre, parámetros considerados necesarios y adecuados 

por Ecuachemlab Cía. Ltda. 

 

 Precisión (repetibilidad y reproducibilidad). Se emplearon 3 matrices: lácteos y 

derivados, cárnicos y derivados, cereales y derivados; con cuatro puntos de medición 

cada una. En la toma de datos intervinieron dos analistas cada uno encargado de 

realizar 10 mediciones de cada punto. Se calcularon los límites de repetibilidad (Lr) y 

reproducibilidad (LR) en base a los datos obtenidos, con el fin de asegurar que en 

análisis posteriores se cumplan las condiciones de precisión. Los límites fueron 

calculados con las expresiones: (Canela & Griful, 2004) 

𝐿𝑟 = 2,8 ∗ 𝑆𝑟                    (ec.5) 

𝐿𝑅 = 2,8 ∗ 𝑆𝑅        (ec.6) 

Los datos obtenidos, fueron tabulados, ordenados y analizados a través del coeficiente 

de variación, análisis de varianza (ANOVA) y prueba t de Student con    p ≤ 0,05. 

 

 Exactitud: Se realizaron 3 mediciones para cada material de referencia adquirido del 

Instituto Nacional de Estandarización y Tecnología (NIST). Adicionalmente se 

tomaron en cuenta datos adquiridos de intercomparaciones solicitadas a LGC 

Standards para las matrices de Cereales y Cárnicos. Se realizaron 10 mediciones de 

contenido de nitrógeno en sulfato de amonio.  

 

En este parámetro se calculó Zscore y recuperabilidad, según corresponda, mediante 

las ecuaciones 7 y 8 (Samaniego, 2015) respectivamente: 

𝑍𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝑋−𝜇

𝜎
        (ec.7) 

Donde:  

x, valor obtenido. 

μ, valor asignado. 
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σ, desviación estándar. 

 

𝑅 =
𝐶𝑂

𝐶𝑣
         (ec.8) 

Donde: 

Co, concentración obtenida 

Cv, concentración certificada.  

 

 La incertidumbre del método, fue calculada en base a todas las contribuciones 

identificadas que afectan el resultado y puedan provocar que este se aleje del valor 

real. 

La incertidumbre combinada se calculó considerando todas las aportaciones de 

incertidumbre de las magnitudes de entrada, en términos de desviaciones estándar, 

planteando un modelo matemático propio y adecuado para el método validado, con ello 

se calculó la incertidumbre expandida mediante la ecuación 9 (Samaniego, 2015). 

𝑈 = 𝑘 ∗ 𝑢(𝑦)        (ec.9) 

Donde: 

k, factor de cobertura. 

u(y), incertidumbre combinada. 

 

Para la evaluación del cumplimiento del método con las características de desempeño se 

definieron los criterios de validación descritos en la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Criterios para la aceptación de la validación 

   CRITERIO VALOR 

Serie de repeticiones %CVr ≤ 5 

Repetibilidad Valor F ≤ 2,25 

T-Student Valor T ≤ 2,12 

Reproducibilidad Valor F ≤ 2,25 

Exactitud Z-Score -2Z ≤ 2 

Recuperabilidad % Recuperabilidad 95% - 105% 

Incertidumbre  μ ≤ 30% Rango bajo 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Análisis y discusión de los resultados  

 

4.1.1  Cuantificación de proteína en las matrices propuestas y determinación del 

intervalo de trabajo  

 

Como se muestra en el apartado 3.3 en la recolección de datos intervinieron dos analistas 

para las mediciones del contenido de proteína de la muestra en cada punto, detallado en 

la Tabla 1. Con el fin de evaluar de mejor manera las condiciones de reproducibilidad los 

analistas trabajaron en días distintos, obteniendo los datos presentados en la Tabla 3, 

siendo estos satisfactorios de acuerdo a la revisión bibliográfica en Food Composition and 

Nutrition Tables al ser cercanos a los teóricos reportados en esta fuente.  

 

De acuerdo a los resultados obtenidos se consiguió definir el intervalo o rango de trabajo 

para la cuantificación de proteínas en las diferentes matrices empleadas en Ecuachemlab. 

Para cárnicos y derivados la validación comprende del 9 al 23%, para cereales y derivados 

de 7 a 34% y para lácteos y derivados de 0,3 a 24% de proteína cruda. Los rangos son 

bastante amplios, lo que favorece la capacidad y confiabilidad del análisis, considerando 

que estos logran incluir la mayor parte de productos que se puedan encontrar para las 

matrices. Además de ello se obtuvieron los valores intermedios para poder cubrir lo más 

uniformemente posible el rango.  
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Tabla 3. Cuantificación de proteína 

% Proteína: Matriz Cárnicos y derivados 

 Analista 1 Analista 2 

Medición 

N° 

Punto 

1 

Punto 

2 

Punto 

3 

Punto 

4 

Punto 

1 

Punto 

2 

Punto 

3 

Punto 

4 

1 9,06 13,57 21,62 22,42 9,13 13,76 21,57 22,51 

2 9,14 13,57 21,58 22,30 9,13 13,53 21,59 22,43 

3 9,13 13,54 21,65 22,41 9,09 13,65 21,77 22,35 

4 9,15 13,64 21,72 22,29 9,01 13,70 21,64 22,45 

5 9,11 13,50 21,74 22,36 9,13 13,54 21,69 22,35 

6 9,12 13,64 21,69 22,55 9,15 13,59 21,53 22,28 

7 9,08 13,59 21,78 22,54 9,08 13,30 21,66 22,34 

8 9,10 13,65 21,49 22,32 9,13 13,74 21,48 22,30 

9 9,04 13,59 21,68 22,29 9,14 13,58 21,42 22,32 

10 9,17 13,34 21,57 22,24 9,11 13,63 21,61 22,21 

% Proteína: Matriz Cereales y derivados 

1 7,19 15,46 24,34 34,04 7,44 15,29 24,42 34,01 

2 7,28 15,22 24,64 34,53 7,39 15,53 24,06 34,14 

3 7,45 15,16 24,19 34,41 7,22 15,71 24,27 34,03 

4 7,44 15,55 24,31 34,41 7,08 15,57 24,37 34,12 

5 7,36 15,51 24,08 34,31 7,38 15,49 24,32 34,14 

6 7,23 15,12 24,33 34,12 7,45 15,56 24,16 34,43 

7 7,15 15,58 24,36 34,03 7,37 15,87 24,23 34,07 

8 7,04 15,61 24,29 34,14 7,32 15,41 24,03 34,10 

9 7,15 15,27 24,56 34,23 7,59 15,48 24,26 34,41 

10 7,40 15,54 24,15 34,30 7,49 15,68 24,00 34,08 

% Proteína: Matriz Lácteos y derivados 

1 0,33 7,06 17,87 23,25 0,30 7,28 17,73 23,30 

2 0,31 7,20 17,94 23,23 0,30 7,22 17,82 23,07 

3 0,30 7,08 17,60 23,34 0,30 7,23 17,89 23,36 

4 0,32 7,26 17,84 23,29 0,30 7,13 17,79 23,26 

5 0,30 7,10 17,90 23,32 0,30 7,06 17,91 23,34 

6 0,32 7,09 17,74 23,43 0,29 7,03 17,82 23,28 

7 0,30 7,30 17,89 23,42 0,30 7,18 17,94 23,22 

8 0,30 7,28 17,67 23,29 0,30 7,10 17,80 23,30 

9 0,29 7,12 17,82 23,26 0,29 7,08 17,70 23,22 

10 0,29 7,28 17,85 23,32 0,31 7,32 17,84 23,39 
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4.1.2 Determinación de la presición del método 

 

Se analizaron la repetibilidad, el límite de repetibilidad, la reproducibilidad y el límite de 

reproducibilidad del método. El análisis de repetibilidad permite determinar la precisión 

más pequeña esperada y la reproducibilidad es la medida de precisión más grande 

normalmente encontrada (EURACHEM, 2005). 

 

4.1.2.1 Análisis de Repetibilidad  

Para el analisis de repetibilidad, se evaluó la serie de datos a través del cálculo de la 

desviación estandar (s), que permite determinar la dispersión entre los datos y, del 

coeficiente de variación (%CVr) que indica el grado de dispersión con relación a la media, 

como se indica en la Tabla 2, el %CVr no debe ser mayor al 5%. Estos valores estadísticos 

son aplicables a toda clase de mediciones repetidas, por ejemplo, entre lotes, dentro de un 

mismo lote, en la repetibilidad y en la reproducibilidad (UNODC, 2010). Los valores 

fueron calculados para cada punto de medición y analista involucrado en las diferentes 

matrices (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Medidas de dispersión para el análisis de repetibilidad 

  % Proteína: Matriz Cárnicos y derivados  

  Analista 1 Analista 2 

  punto 1 punto 2  punto 3 punto 4 punto 1 punto 2  punto 3 punto 4 

x 9,11 13,56 21,65 22,37 9,11 13,60 21,60 22,35 

s 0,04 0,09 0,09 0,11 0,04 0,13 0,10 0,09 

%CVr 0,45 0,68 0,41 0,48 0,46 0,97 0,47 0,39 

  % Proteína: Matriz Cereales y derivados  

x 7,27 15,40 24,33 34,25 7,37 15,56 24,21 34,16 

s 0,14 0,19 0,17 0,17 0,14 0,16 0,15 0,15 

%CVr 1,92 1,22 0,70 0,50 1,92 1,04 0,60 0,43 

  % Proteína: Matriz Lácteos y derivados 

x 0,31 7,18 17,81 23,32 0,30 7,16 17,82 23,27 

s 0,01 0,10 0,11 0,07 0,01 0,10 0,08 0,09 

%CVr 3,99 1,33 0,62 0,28 1,69 1,35 0,43 0,39 
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Los valores calculados para las desviaciones estándar de los grupos de datos, demuestran 

que, la dispersión de estos en la distribución es pequeña y que existe uniformidad en la 

serie. Los valores del coeficiente de variación, demuestran que el método es preciso en 

terminos de repetibilidad, para cada punto analizado al no exceder el 5% establecido como 

objetivo de validación. 

 

Mediante el análisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo (ANOVA) 

se evaluó la repetibilidad del método para cada matriz, el análisis se realizó para cada 

analista (Tablas 5-10), con el fin de evaluar que, tanto los datos del primer analista como 

los del segundo cumplen con este parámetro.  

 

Tabla 5. Repetibilidad: Análisis de varianza, analista 1 matriz cárnicos y derivados  

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,0948 9 0,01054174 1,67 0,1442 2,25 

Columnas 1241,4062 3 413,802079 65755,5 2,94275E-52 2,96 

Error 0,1699 27 0,00629303       

Total 1241,6710 39         

 

Tabla 6. Repetibilidad: Análisis de varianza, analista 2 matriz cárnicos y derivados 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,0717 9 0,0079 0,81 0,6057 2,25 

Columnas 1231,6477 3 410,5492 42033,9 1,2353E-49 2,96 

Error 0,2637 27 0,0097    

Total 1231,9832 39         
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Tabla 7. Repetibilidad: Análisis de varianza, analista 1 matriz cereales y derivados 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio de 

los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,1770 9 0,0196 0,63 0,7584 2,25 

Columnas 4047,2531 3 1349,0843 43451,6 7,8947E-50 2,96 

Error 0,8382 27 0,0310       

Total 4048,2684 39         

 

Tabla 8. Repetibilidad: Análisis de varianza para el analista 2 matriz cereales y 

derivados 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico para 

F 

Filas 0,1536 9 0,0170 0,71 0,6889 2,25 

Columnas 3968,8395 3 1322,9465 55562,25 2,85864E-51 2,96 

Error 0,6428 27 0,0238       

Total 3969,6361 39         

 

Tabla 9. Repetibilidad: Análisis de varianza para el analista 1 matriz lácteos y 

derivados 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio de 

los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,0577 9 0,0064 1,00 0,4622 2,25 

Columnas 3217,4327 3 1072,4775 167464,73 9,736E-58 2,96 

Error 0,1729 27 0,0064    

Total 3217,663438 39         

 

Tabla 10. Repetibilidad: Análisis de varianza para el analista 2 matriz lácteos y 

derivados 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio de 

los cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,0666 9 0,0074 1,39 0,2395 2,25 

Columnas 3212,9433 3 1070,9811 201628,13 7,9425E-59 2,96 

Error 0,1434 27 0,0053    

       

Total 3213,1533 39         
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A través del estadístico F que se presenta en las tablas de ANOVA y su comparación con 

el valor crítico de F, se afirma que el método es preciso en condiciones de repetibilidad al 

95% de confianza para cada matriz y para los dos analistas. Esta afirmación es posible 

debido a que los valores calculados de F en cada tabla de ANOVA es menor que el valor 

crítico correspondiente a 2,25. 

   

4.1.2.2 Determinación de los límites de repetibilidad  

 

Los límites de repetibilidad se calcularon en base a la desviación típica de repetibilidad 

(Sr), que muestra la dispersión de los resultados de ensayo en condiciones de repetibilidad, 

en este caso la dispersión es pequeña y por tanto adecuada, estos valores se presentan en 

la Tabla 11 junto con los límites calculados para los dos analistas. 

 

Tabla 11. Límites de repetibilidad (Lr) 

Matriz Sr  Lr 

Analista 1 Analista 2  Analista 1 Analista 2 

Cárnicos y derivados  0,103 0,080  0,28 0,25 

Cereales y derivados  0,140 0,131  0,39 0,36 

Lácteos y derivados  0,080 0,086  0,22 0,24 

 

De los límites obtenidos se seleccionó el más representativo de cada matriz entre los dos 

analistas (valores señalados en verde), así se estableció con una probabilidad del 95 % que 

el valor absoluto de la diferencia entre dos resultados obtenidos bajo condiciones de 

repetibilidad, deberá ser menor o igual a 0,28 para cárnicos y derivados, 0,39 para cereales 

y derivados, y 0,24 para lácteos y derivados.  

 

 

4.1.2.3 Análisis de reproducibilidad  

 

Para el análisis de reproducibilidad se tomaron 5 datos al azar de cada analista, para cada 

punto de las matrices. A partir de estos datos se calculó la media, desviación estándar y 

coeficiente de variación (Tabla 12). 
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Tabla 12. Medidas de dispersión para el análisis de reproducibilidad 

  Punto 1 Punto 2  Punto 3 Punto 4 

% Proteína: Matriz Cárnicos y derivados  

x 9,11 13,57 21,59 22,34 

S 0,04 0,14 0,11 0,12 

%CVr 0,43 1,02 0,52 0,52 

% Proteína: Matriz Cereales y derivados  

x 7,39 15,49 24,22 34,28 

S 0,11 0,20 0,18 0,19 

%CVr 1,53 1,31 0,76 0,54 

% Proteína: Matriz Lácteos y derivados 

x 0,30 7,18 17,81 23,32 

S 0,01 0,10 0,11 0,07 

%CVr 3,99 1,33 0,61 0,28 

 

Se observa que las medias obtenidas con la combinación de datos de los dos analistas, son 

similares a las medias obtenidas en la Tabla 4, de igual manera los valores de desviación 

estándar muestran baja dispersión entre los datos. Al relacionar la media y desviación 

estándar, se evidencia que el coeficiente de variación es aceptable conforme se estableció 

en el criterio de validación y se afirma que el método es preciso en términos de 

reproducibilidad. 

 

La reproducibilidad del método para cada matriz se evaluó a través de ANOVA (Tablas 

13-15). 

 

Tabla 13. Reproducibilidad: Análisis de varianza para cárnicos y derivados 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de 

los cuadrados 
F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,1175 9 0,0130 1,16 0,3527 2,25 

Columnas 1231,5392 3 410,5130 36742,37 7,593E-49 2,96 

Error 0,3016 27 0,011171       

Total 1231,9584 39         
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Tabla 14. Reproducibilidad: Análisis de varianza para cereales y derivados 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 
Valor crítico 

para F 

Filas 0,2130 9 0,0236 0,71 0,68753711 2,25 

Columnas 4006,2468 3 1335,4156 40540,09 2,0132E-49 2,96 

Error 0,8893 27 0,0329       

Total 4007,3492 39         

 

Tabla 15. Reproducibilidad: Análisis de varianza para lácteos y derivados 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor 

crítico 

para F 

Filas 0,0666 9 0,0074035 1,39 0,2395 2,25 

Columnas 3212,9433 3 1070,9811 201628,13 7,943E-59 2,96 

Error 0,1434 27 0,0053    

Total 3213,1534 39         

 

Los valores obtenidos para el estadístico F son inferiores en los tres casos al valor crítico, 

por tanto a un 95% de confianza el método es reproducible para las matrices de cárnicos 

y derivados, cereales y derivados, lácteos y derivados.  

 

4.1.2.4 Determinación de los límites de reproducibilidad  

Los límites de reproducibilidad fueron determinados a partir de la desviación típica de 

reproducibilidad (SR), que muestra la dispersión entre los datos cuando estos han sido 

tomados en condiciones diferentes. 

 

Tabla 16. Límites de reproducibilidad (LR) 

Matriz SR LR 

Cárnicos y 

derivados  
0,114 0,32 

Cereales y 

derivados  
0,154 0,43 

Lácteos y 

derivados  
0,089 0,25 
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El límite de reproducibilidad establecido permite tener un posterior criterio de aceptación 

para duplicados obtenidos en condiciones diferentes, estableciendo que, el valor absoluto 

de la diferencia entre los resultados obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad deberá 

ser 0,32 para cárnicos y derivados, 0,43 para cereales y derivados y 0,25 para lácteos y 

derivados.  

 

4.1.2.5 Prueba t de student  

 

La prueba estadística t de student permite evaluar si existe diferencia significativa entre 

las medias de dos poblaciones con distribución normal. Esta prueba fue utilizada para 

demostrar si existe diferencia entre las medias de los dos analistas. La prueba se muestra 

para uno de los cuatro puntos de cada matriz (Tablas 17-19). 

 

Tabla 17. Prueba de t, cárnicos y derivados punto 2 

  Variable 1 Variable 2 

Media 13,56305437 13,60170911 

Varianza 0,00853656 0,017428936 

Observaciones 10 10 

Diferencia hipotética de las medias 0   

Grados de libertad 16   

Estadístico t -0,758585479   

P(T<=t) una cola 0,229565065   

Valor crítico de t (una cola) 1,745883676   

P(T<=t) dos colas 0,459130131   

Valor crítico de t (dos colas) 2,119905299   

 

Tabla 18. Prueba t, cereales y derivados punto 3 

  Variable 1 Variable 2 

Media 24,32480731 24,21162046 

Varianza 0,029056147 0,020996313 

Observaciones 10 10 

Diferencia hipotética de las medias 0   

Grados de libertad 18   

Estadístico t 1,599864639   

P(T<=t) una cola 0,063516652   

Valor crítico de t (una cola) 1,734063607   

P(T<=t) dos colas 0,127033304   

Valor crítico de t (dos colas) 2,10092204   
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Tabla 19. Prueba t, matriz lácteos y derivados punto 3 

  Variable 1 Variable 2 

Media 7,177419838 7,161867436 

Varianza 0,00911972 0,009395864 

Observaciones 10 10 

Diferencia hipotética de las medias 0   

Grados de libertad 18   

Estadístico t 0,361433808   

P(T<=t) una cola 0,360991435   

Valor crítico de t (una cola) 1,734063607   

P(T<=t) dos colas 0,721982871   

Valor crítico de t (dos colas) 2,10092204   

 

La diferencia hipotética entre las medias a un 95% de confianza es cero, permitiendo 

asegurar que no existe diferencia significativa entre los analistas, como se observa en las 

tablas 17-19, el estadístico t calculado es inferior al valor crítico corroborando lo 

mencionado; en el presente trabajo únicamente se muestran las tablas para un punto de 

cada matriz, sin embargo, el análisis fue realizado para cada punto teniendo los mismos 

resultados, concluyendo que el método es reproducible. 

 

4.1.3 Determinación de la exactitud del método 

 

Este parámetro fue evaluado a través del cálculo del estadístico Z score, bajo la 

interpretación de que los resultados analíticos que se ajustan a una distribución Normal se 

encuentran dentro de dos desviaciones estándar con una probabilidad del 95%. La norma 

ISO 13528 establece que la evaluación de los valores de z se realiza atendiendo a: 

• |z-score| ≤ 2,0 se considera como satisfactorio; 

• 2,0 < |z-score| < 3,0 se considera como cuestionable (“señal de aviso”); 

• |z-score| ≥ 3,0 se considera como insatisfactorio (“señal de acción“) (Eurachem, 2014). 

 

El estadístico Z score fue utilizado para la evaluación de los resultados obtenidos en los 

materiales de referencia e intercomparaciones de las matrices de cárnicos y derivados, 

cereales y derivados (Tablas 20 y 21). 
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Tabla 20. Determinación de exactitud por Z score para cárnicos y derivados 

  %Proteína  Promedio (x) 
Desviación estándar 

(s)  
 Z score 

   calculado declarado Calculado Estudio  

Meat 

Homogenate 

(1546a) 

15,49 

15,50 15,68 0,01 0,18 -1,00 15,50 

15,52 

Pork & duck 

liver Pate 

13,08 

12,90 12,66 0,17 0,253 0,95 12,88 

12,74 

 
 

Tabla 21. Determinación de exactitud por Z score para cereales y derivados 

 %Proteína Promedio (x) 
Desviación estándar 

(s) 
Z score 

  Calculado declarado Calculado Estudio  

Fortified Breakfast 

Cereal (3233) 

7,76 

7,08 7,250 0,01 0,180 -0,94 7,77 

7,76 

Wheat based 

digestive biscuits 

(770) 

6,80 
6,80 6,800 0,03 0,300 0,00 6,77 

6,83 

 

Dado que se obtuvieron valores de z score menores a 2 y -2, se establece a un 95% de 

confianza que el método para medición de proteína cruda en matrices de cárnicos y 

cereales es exacto, siendo las mediciones de materiales de referencia certificados 

adecuadas para su uso, frente a la comparación con el valor verdadero reportado en los 

certificados de análisis provistos por el NIST (ANEXO C y D), de igual forma, las 

intercomparaciones, que establecen un parámetro de evaluación del rendimiento o aptitud 

de Ecuachemlab, permiten afirmar la exactitud del método y el buen desempeño del 

laboratorio en el análisis, especialmente en la intercomparación de cereales y derivados, 

en la cual, se puede decir que el resultado está en total concordancia con el valor asignado 

como verdadero (ANEXO F y G). 

 

La exactitud para la matriz de lácteos y derivados fue medida como recuperabilidad (Tabla 

22), con un criterio de aceptación establecido de 95 a 105%. En este caso el análisis por z 

score no se realizó debido a que los valores contrastados (valor medido y valor certificado) 
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son notablemente distintos, con una diferencia de 0,35 entre los valores, y una 

incertidumbre del valor certificado de tan solo 0,056.  

 

Con esta consideración se calculó el porcentaje de recuperabilidad, para determinar la 

cantidad de analito que está siendo medida de la cantidad total inicial supuesta como el 

valor certificado por el NIST (ANEXO E). 

 

Tabla 22. Determinación de exactitud por recuperabilidad para lácteos y 

derivados, material de referencia Infant/Adult Nutritional Formula (1849a) 

 % Proteína 

medido 

Valor 

promedio 

medido 

Desv.est. 

(S) 

Valor real Recuperabi

lidad 

1 12,86 

12,88 0,02 13,225±0,056 97,37 2 12,89 

3 12,88 

 

El 97,37% de proteína está siendo recuperada, valor que cae entre los límites establecidos 

como aceptables, sin embargo, de la cantidad inicial un 2,63% de analito no está siendo 

cuantificado, lo que evidencia una anomalía con el material de referencia, pudiendo 

considerar que hubo alguna alteración en las propiedades físicas de la muestra. Debido a 

lo mencionado no es posible afirmar que la medición de proteína cruda en lácteos y 

derivados sea exacta, como en las matrices anteriores, no obstante por medio de la prueba 

de recuperabilidad es posible presumir que este parámetro está siendo cumplido. No fue 

posible inscribir a Ecuachemlab en una intercomparación para lácteos hasta la finalización 

de este trabajo. 

 

Adicionalmente a la determinación de exactitud para cada una de las matrices, se realizó 

un análisis de recuperabilidad para el patrón utilizado (sulfato de amonio), las mediciones 

se presentan en porcentaje de nitrógeno (Tabla 23). Lo ideal sería determinar exactitud 

por z score, pero no se dispone de un dato de desviación en el certificado.  

 



  

29 
 

Tabla 23. Determinación de exactitud por recuperabilidad para el patrón (Sulfato 

de amonio) utilizado 

Medición Nº  % N 

1 21,00 

2 21,06 

3 21,03 

4 21,07 

5 21,01 

6 21,13 

7 21,12 

8 21,14 

9 20,98 

10 21,01 

Promedio de medición  21,06 

Desvest (S) 0,06 

Valor verdadero  21,04 

Recuperabilidad 100,08 

 

Se obtuvo una recuperabilidad del 100,08% con respecto a la media, lo cual indica que se 

está midiendo todo el nitrógeno contenido en el sulfato de amonio, valor tomado del 

certificado de análisis (ANEXO H), por tanto, el reactivo y método son adecuados para el 

análisis. 

 

4.1.4 Determinación de la incertidumbre del método  

 

La determinación de incertidumbre es sin duda la base de una validación y se encuentra 

establecido como requisito indispensable por la ISO/IEC 17025 para presentar un 

resultado analítico cuantitativo. Se utilizó como guía el procedimiento interno de 

Ecuachemlab para la estimación de la incertidumbre de medición (ANEXO I), el cual esta 

plantado conforme a los lineamientos establecidos en la norma NTE INEN-ISO/IEC 

17025:2005. 

 

Este parámetro está asociado al resultado de una medición, que caracteriza la dispersión 

de los valores que podrían razonablemente ser atribuidos al mensurando. La incertidumbre 
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de medida asociada a las estimaciones de entrada se evaluó utilizando las contribuciones 

de "Tipo A" y "Tipo B". 

 

Contribución Tipo A: corresponden al análisis estadístico de una serie de observaciones, 

en este caso, son la incertidumbre asociada a la repetibilidad, reproducibilidad, masa, 

volumen, recuperabilidad y exactitud. Más puntualmente estas son las medidas de 

desviación estándar encontradas para estos parámetros.  

 

Contribución Tipo B: Corresponde al Certificado de calibración y Resolución de los 

equipos utilizados. Para el método en cuestión se identificó como contribuciones a la 

incertidumbre aquella generada por la balanza, valor tomado del certificado de calibración 

(ANEXO J) y por la bureta del destilador (Tabla 24).  

 

El análisis de las contribuciones permite determinar el modelo matemático para el cálculo 

de incertidumbre, y establecer las contribuciones finales que pueden afectar a que un 

resultado se aleje del valor real.  

  

Tabla 24. Contribuciones tipo B 

Equipo Fuente tipo 

B 

Incertidumbre 

Balanza Calibración 0,000250 

Resolución 0,000029 

Destilador Resolución 0,000289 

 

Debido a que mediciones presentan una distribución normal se utilizó un factor de 

cobertura (k) igual a 2, para obtener así la incertidumbre expandida con una probabilidad 

de cobertura aproximadamente del 95%. Considerando que, aunque normalmente se tiene 

un valor de incertidumbre establecido, este no es igualmente significativo en cada punto 

del rango, como lo sería un factor que sea razonable de acuerdo a los datos posteriores 

que se puedan obtener en los análisis. 
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Tabla 25. Factor de incertidumbre 

Factor  Lácteos y 

derivados  

Cárnicos y 

derivados  

Cereales y 

derivados  

Incertidumbre 

combinada  

0,007 0,010 0,010 

Incertidumbre 

expandida  

0,014 0,030 0,021 

 

Finalmente se estableció la incertidumbre del método, para cada una de las matrices 

empleadas, en forma de factor de modo que este pueda ser multiplicado por el resultado 

que se obtenga en un ensayo y así se defina la incertidumbre del valor obtenido. Para 

lácteos y derivados el factor a utilizarse es de 0,014; para cereales y derivados de 0,021; 

para cárnicos y derivados de 0,03. Todos los factores cumplen con el criterio de aceptación 

mencionado en la Tabla 2, siendo menores al 30% del límite inferior de cada matriz, esto 

se confirma al multiplicar el factor por el límite inferior y evaluar que porcentaje del valor 

representa. Para cárnicos y derivados constituye un 3,0%, para cereales y derivados un 

2,1% y para lácteos y derivados un 1,4%.  

 

Finalmente, a través del desarrollo del trabajo y la determinación y comprobación de los 

parámetros propuestos, se realizó la declaración de la validación del método (ANEXO K) 

y se implantó de forma documentada el procedimiento interno de análisis para 

determinación de proteína cruda (ANEXO L). 

 

4.2 Verificación de la hipótesis  

 

A través de las pruebas realizadas a lo largo de este trabajo, se confirma que el método 

Kjeldahl para determinación de proteína en diferentes matrices cumple con los criterios 

de calidad, como lo fueron el análisis de precisión exactitud y el cálculo final de 

incertidumbre. Las pruebas incluyen análisis de varianza (ANOVA) y t de student que 

permiten afirmar a un 95% de confianza que se cumplió con los parámetros establecidos.  
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

 

 Se elaboró un procedimiento interno de análisis para la determinación de proteína 

cruda por Kjeldahl, a partir del método oficial AOAC 2001.11, estableciendo un 

documento escrito con las directrices necesarias para realizar la determinación de 

proteína cruda en productos alimenticios que se encuentren dentro de las matrices 

de cárnicos, cereales, lácteos y sus derivados, además de una guía adecuada para 

quien aplique el método en análisis posteriores, teniendo en cuenta los Lr y LR 

para cada matriz los rangos de trabajo y la incertidumbre del método reportada 

como un factor que deberá ser multiplicado por el porcentaje de proteína obtenido 

en el análisis.  

 

 Se verificó la validez del método a través del cumplimiento de precisión, exactitud 

e incertidumbre, en los rangos de 9-23% para cárnicos y derivados; 7-34% para 

cereales y derivados; y 0,3-23% para lácteos y derivados, la precisión y exactitud 

se afirman a un 95 % de confianza, a excepción de la matriz de lácteos y derivados, 

en la que solo se presume que el método es exacto. En base a las contribuciones 

encontradas se calculó los siguientes factores de incertidumbre: para cárnicos y 

derivados 0,021; para cereales y derivados 0,014; y para lácteos y derivados 0,030.  

 

 Se obtuvo la declaración de validación del método habiendo cumplido los 

parámetros establecidos por la norma ISO/IEC 17025 para cada matriz 

involucrada, una vez que se comprobó la precisión y exactitud del método y se 

obtuvieron datos derivados de estos dos parámetros, además de realizarse el 

cálculo de incertidumbre, valor con que Ecuachemlab trabajara al emitir resultados 

posteriores a este trabajo.  
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5.2 Recomendaciones 

 

 Buscar rondas de intercomparación disponibles e inscribir a Ecuachemlab para 

corroborar la exactitud del método en la matriz de lácteos y derivados.  

 Ampliar la cobertura del método a otro tipo de matrices, como puede ser frutas y 

vegetales. 

 Incluir otros factores más específicos para la conversión de resultado de porcentaje 

de nitrógeno a proteína.  
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2 ANEXOS  

ANEXO A Instructivo de validación de métodos 
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ANEXO B. Método oficial de la AOAC 2001.11 para determinación de proteína 
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ANEXO C. Certificado provisto por el NIST para el material de referencia de 

cárnicos utilizado en la validación 
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ANEXO D. Certificado provisto por el NIST del material de referencia de cereal 

utilizado en la validación 
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ANEXO E. Certificado provisto por el NIST del material de referencia para lácteos 

utilizado en la validación 
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ANEXO F. Resultado de la intercomparación de cárnicos solicitada a LGC 
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ANEXO G. Resultados de la intercomparación de cereal solicitada a LGC 
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ANEXO H. Certificado de análisis del sulfato de amonio estándar primario 
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ANEXO I. Procedimiento interno para la estimación de la incertidumbre 
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ANEXO J. Certificado de calibración de la balanza analítica Mettler Toledo AX205 
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ANEXO K. Declaración de la validación del método 
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ANEXO L. Procedimiento interno de análisis de proteína implementado en 

Ecuachemlab 
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