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1. INTRODUCCION

La organizacion de este ejercicio tuvo dos objetivos fundamentales.

Uno de ellos fue evaluar la metodologia de preparacion de muestras de sorbato y
benzoato en matriz, para poder complementar el interlaboratorio de HPLC realizado
anteriormente para sorbato y benzoato en solucidon acuosa con la organizacion de un
nuevo interlaboratorio en matriz real.

El otro objetivo fue el de ofrecer a los laboratorios del INTI la posibilidad de controlar
y comparar sus resultados de ensayo, obtenidos mediante la utilizacién de sus
métodos analiticos para el analisis de una muestra con matriz real.

Los profesionales que participaron en la organizacion y evaluacion de este ensayo
son:

Lic. Alicia Gutiérrez (CEIAL - INTI)

Lic. Maria de los Angeles Cappa (CEIAL - INTI)
Dra. Celia Puglisi (PMQ - INTI)

Lic. Liliana Castro (PMQ - INTI)
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2. MUESTRAS ENVIADAS

2.1 Preparacion de las muestras

La muestra enviada fue preparada a partir de una muestra comercial de jugo
concentrado de naranja que solo contenia benzoato de sodio.

A la muestra se le agreg6 una cantidad conocida de sorbato de potasio (Sorbic acid
Potassium salt, marca Fluka, pureza mayor a 99%).

Esta muestra fue homogeneizada y fraccionada en seis envases, llenados en forma
correlativa e identificados del 1 al 6.

2.2 Valor de referencia

La concentracion de sorbato de potasio calculada en base al agregado gravimétrico es:
Sorbato de potasio: 13,77 + 0,01 mgkg

Las incertidumbres en los valores de concentracion se calcularon utilizando los
procedimientos recomendados en la Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement, Eurachem, 2° Ed. 2000.

3. RESULTADOS ENVIADOS POR LOS PARTICIPANTES

3.1. Datos enviados

Los datos enviados por los participantes pueden verse en la siguiente tabla

Sorbato de potasio

Lab. n° unidades Dato 1 Dato 2 Dato 3
1 mg/kg <25 <25 <25
2 % m/m no detecta | no detecta | no detecta
3 mg/kg 9,9 10,3 10,1
4 mg/kg 12,3 12,6 13,4
5 mg/kg 7,31 7,01 6,84
6 mg/kg 12,5 11,9 13,2

Benzoato de sodio

Lab. n° unidades Dato 1 Dato 2 Dato 3
1 mg/kg 1363 1474 1396
2 % m/m 0,205 0,211 0,213
3 mg/kg 1935 1999 1983
4 mg/kg 2229 2232 2273
5 mg/kg 2089 2067 2054
6 mg/kg 1821 1802 1843

En los gréaficos 1 y 2 se muestran los datos enviados por los participantes y los valores
medios interlaboratorio obtenidos con el procedimiento descripto en el item 5.
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Grafico 1
Datos enviados por los participantes - Sorbato de potasio
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Grafico 2
Datos enviados por los participantes - Benzoato de sodio
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3.2. Método de ensayo

Los laboratorios realizaron el ensayo utilizando diferentes métodos.
Uno de los laboratorios utilizé para la determinacion espectrofotometria en el
ultravioleta segun la Norma ISO 5519: 1978 para la determinacion de sorbato y la
Norma IRAM 15717 para la determinacién de benzoato. El resto de los participantes
midieron por HPLC.
A continuacién se muestra un resumen con la informacién enviada por estos
participantes que incluye el detalle de los equipos utilizados y las condiciones

cromatograficas.

Fase . POLYLC | Octadecilsilano | Hypersil | Lichrospher 100
estacionaria | SUPSIC0SILLC-181 g jgy (C18) C18 —RP 18
Tamario de

particula (Lm) > > > > >
Dimensiones
de la columna 250x 4,6 250x 4,6 125x 4 250x 4,6 250x 4
(mm X mm)
0 At 0 0
80% 0,3g Buffer/ Ac. Acético 3% | 90% buffer 90% buffer
. NH;AcO/H,O .. llevada a pH:3 | fosfato pH:
Fase movil Acetonitrilo fosfato pH: 6,6
HPLC pH:4,2 95:5 con sn. saturada 6,7 10% CH-OH
20% ACN ' de NaAcetato | 10% CH;0H e
Long. de onda | Benzoato: 225,40 235,8
(nm) Sorbato: 255,40 234 254 227 450, 1(referencia)
Flujo
(ml/min) 1 1,7 1,2 1,2 1
_ Vol de 20 20 10 20 10
inyeccion (ul)
.Tlpo de Manual a loop Manual Automatica Loop lleno Automatica
inyeccion lleno
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4. EVALUACION DEL DESEMPENO DE LOS LABORATORIOS

La evaluacion del desempeno de los laboratorios participantes se realizé de acuerdo

con los procedimientos aceptados internacionalmente y que se citan en la Bibliografia.

Se utilizé como criterio el calculo del parametro “z” , definido de la siguiente manera:
z=(X12 - Xeet )/ SL

Donde:

X1/, = promedio para cada laboratorio =2 x; /r

Xref = valor asignado a la concentracion de los analitos de la muestra enviada.

En este caso se utiliz6 el valor medio interlaboratorio obtenido con el procedimiento
descripto en el item 5.

r = numero de replicados informados (1, 2, 3)

si= desviacion estandar (estimador de la reproducibilidad o variancia entre
laboratorios)

Este ultimo parametro es el obtenido mediante el tratamiento estadistico, es decir,
representa el desvio estandar de los datos estadisticamente aceptables.

De acuerdo con la definicion del parametro z, es posible clasificar a
los laboratorios de la siguiente forma:

|z | <2 satisfactorio, 2 <|z|<3 cuestionable, |z| > 3 no satisfactorio

Los valores del parametro z asi obtenido pueden verse en la siguiente tabla.

Lab. n° Sorbato de potasio (mg/kg) Benzoato de sodio (mg/kg)
1 - -3,5
2 - 0,3
3 -0,2 -0,4
4 0,7 1,1
5 -1,2 0,2
6 0,6 -1,2
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5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El tratamiento de los resultados se realizd6 de acuerdo con los procedimientos
internacionalmente aceptados y que se citan en la Bibliografia.

En la primera etapa de la evaluacion se procedid al examen critico de los datos,
descartandose aquellos que resultan obviamente discordantes.

A partir de los datos estadisticamente aceptables, se calculd el valor medio y la
desviacion estandar interlaboratorio.

El resumen de los resultados obtenidos se encuentra en la siguiente tabla:

Desviacion estandar
Valor medio Desviacion estandar interlab. relativa
interlab. interlab. (sp) porcentual
(mg/kg) (mg/kg) (SL relativa %) (mg/kg)
Sorbato de potasio 10,6 3,0 28 %
Benzoato de sodio 2041 179 9 %

En la siguiente tabla pueden verse los desvios del promedio de los resultados de cada
laboratorio respecto del valor medio interlaboratorio.

Sorbato de potasio (mg/kg) Benzoato de sodio (mg/kg)

Lab.n°| v.medio | %desv. v. m. interlab.| v.medio | %desv. v. m. interlab.

1 <25 --- 1411 -30,9

2 No detecta - 2097 2,7

3 10,1 -4.8 1972 -3.4

4 12,8 20,3 2245 10,0

5 7,1 -33.5 2070 1,4

6 12,5 18,1 1822 -10,7
6. COMENTARIOS

De los resultados obtenidos en el presente ejercicio puede observarse que el método
espectrofotométrico utilizado por el participante n°1 no es comparable con el método
HPLC utilizado por el resto de los participantes.

Dado que el método espectrofotométrico implica hacer un arrastre con vapor de agua
de los aditivos, puede suceder que esta etapa introduzca una importante fuente de
incertidumbre.
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ANEXO

Definiciones de repetibilidad y reproducibilidad de un método de ensayo

Resultado de un ensayo: Es el valor de una caracteristica obtenido mediante la
realizacion de un método determinado. El método puede especificar que se realicen un
cierto nimero de observaciones y que reporte el promedio como resultado del ensayo.
También puede requerir que se apliquen correcciones estandar. Por lo tanto puede
suceder que un resultado individual provenga de varios valores observados.

Precision: Es el grado de acuerdo entre resultados mutuamente independientes de un
ensayo, que se obtuvieron bajo condiciones especificadas.

Repetibilidad: Indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente
independientes de un ensayo, obtenidos utilizando el mismo método, en idénticos
materiales, en el mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo
y en un corto intervalo de tiempo.

Desviacion estandar de repetibilidad: Es la desviacion estdndar de los resultados de
un ensayo obtenido en las condiciones mencionadas en el parrafo anterior. Es un
pardmetro de la dispersion de los resultados de un ensayo en condiciones de
repetibilidad.

Valor de repetibilidad r: Es el valor por debajo del cual se espera que se encuentre,
con una probabilidad del 95%, la diferencia absoluta entre dos valores individuales
del resultado de un ensayo, obtenidos en condiciones de repetibilidad.

Reproducibilidad: Indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente
independientes de un ensayo obtenidos con el mismo método, en idénticos materiales,
en diferentes laboratorios, con diferentes operadores y utilizando distintos equipos.

Desviacion estandar de la reproducibilidad: Es la desviacion estandar de resultados
de ensayos obtenidos en condiciones de reproducibilidad. Es un parametro de la
dispersion de la distribucion de resultados de un ensayo en condiciones de
reproducibilidad.

Valor de reproducibilidad r: Es el valor por debajo del cual se espera que se
encuentre, con una probabilidad del 95%, la diferencia absoluta entre dos valores
individuales del resultado de un ensayo, obtenidos en condiciones de
reproducibilidad.
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Tratamiento de los resultados

Definiciones Generales

n = numero de datos

xj = datos

Valor medio = x 1, = media aritmética=( 2 x;)/n

Desviacion estandar = Sq =[ X (x; - X 12 )*/ (n- D] *?

% de desviacion respecto del valor medio =[ ( Xi - X12 ) / X1,2 ] 100

% de desviacion respecto del valor de referencia =[ ( x; - val. ref.) / val. ref.] 100
Definicion del parametro z

El primer paso para evaluar un resultado es calcular cuan apartado estd ese dato del
valor asignado o del valor de la referencia, es decir: x; - val. ref. (5).

Muchos esquemas de evaluacion de datos utilizan la relacion entre esta diferencia y el
valor de la desviacion estandar para comparar los resultados.

El valor de la desviacion estandar que se utiliza puede ser fijado a priori por acuerdo de
los participantes basandose en expectativas de desempefio. También puede ser estimado
a partir de los resultados del interlaboratorio luego de eliminar los datos discordantes o
fijarlo en base a métodos robustos para cada combinaciéon de analito, material y
ejercicio.

Cuando puede considerarse que un sistema analitico “se comporta bien”, z debiera
presentar practicamente una distribucion normal, con un valor medio de cero y una
desviacion estandar unitaria. En estas condiciones, un valor de | z | > 3 seria muy raro de
encontrar en tal sistema e indica un resultado no satisfactorio, mientras que la mayoria
de los resultados debieran tener valores tales que | z | < 2.

Es posible establecer entonces la siguiente clasificacion:

| z| <2 satisfactorio 2<]|z|<3 cuestionable | z| > 3 no satisfactorio
Prueba de Grubbs

Para calcular la estadistica del test de Grubbs simple, se calcula el promedio para cada
laboratorio (por lo menos de tres datos) y luego la desviacion estandar de esos L
promedios (designada como la s original). Se calcula la desviacion estandar del
conjunto de los promedios luego de haber eliminado el promedio mas alto (s,) y lo
mismo luego de haber eliminado el promedio mas bajo (sp).

Entonces se calcula la disminucidn porcentual en la desviacidon estandar como sigue:

100x[1-(sp/8)] y 100x[1-(sa/s)]
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El mas alto de estos dos decrecimientos porcentuales se compara con el valor critico de
Grubbs para el nimero de laboratorios considerado (probabilidad = 2,5 %) y cuando lo
excede se rechaza, recomenzando el ciclo.

Prueba de Cochran

Dado un conjunto de desviaciones estandar s;, todas calculadas a partir del mismo
numero de replicados de resultados de ensayo, el criterio de Cochran resulta:

C= Szmax /Z Szi

Este valor de C se compara con el valor critico de las correspondientes tablas para un
95% de nivel de confianza.

Se entra en la tabla con el nimero de observaciones asociadas a cada variancia
(triplicado en este caso) y el numero de variancias comparadas (numero de
participantes).

Si C excede el valor critico tabulado, el dato del laboratorio correspondiente es
rechazado y se reinicia el ciclo.
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