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RESUMEN

El diéxido de azufre es uno de los conservantes mas empleados en la industria
agroalimentaria. Debido a sus propiedades antioxidantes, antioxidasico, estabilizantes
y antimicrobianas, se utiliza para la conservacién de productos como el vino, zumos,
mermeladas y derivados vegetales. El uso sistematico de SO, ha permitido mejorar
considerablemente la calidad de diferentes productos y mantener sus caracteristicas
peculiares evitando que se produzcan pérdidas en pardmetros de calidad.

Es fundamental conocer el contenido de SO, presente en los diferentes
alimentos tanto desde el punto de vista técnico como legislativo. La legislacién impone
limites precisos al contenido total de didxido de azufre por sus efectos de toxicidad en
el consumidor, entre otros. Por ejemplo, en la Unidon Europea, estd regulado el
contenido maximo permitido para los vinos secos es de 160 mg/l para el vino tinto
,210 mg/| para el blanco y rosado por la Normativa CEE 1493/99.En el caso de las
conservas vegetales, el contenido maximo fijado es de 50 mg/L segun el Reglamento
(CE) N2 1333/2008 del Parlamento Europeo Y del Consejo de 16 de diciembre de 2008
sobre aditivos alimentario. Aquellos productos que superen estos valores no pueden
ser comercializados. En Espafia, el uso del didxido de azufre y los sulfitos se permite en
determinadas condiciones, en una amplia variedad de alimentos. La reglamentacion
espafiola aplicable es el RD 142/2002 y su modificacién, RD 1118/2007, referente a los
aditivos distintos de los colorantes y edulcorantes.

Por lo tanto, las industrias agroalimentaria, deben saber la cantidad de
sulfuroso que deben afiadir a sus productos y para ello necesitan sistemas de medicion
del mismo. Los métodos oficiales son largos y costosos y muchas veces pueden ser
causa de errores humanos por su dificultad. Por todo esto se plantea la necesidad de
encontrar métodos mas rapidos, sencillos y precisos y que no estén sujetos a errores
por parte del operario.

Asi se planted la necesidad de verificar un equipo de determinacién rapida de
sulfuroso en dos tipos de alimentos (vinos y conservas vegetales) mediante
comparacion con los métodos oficiales. Para cumplir con los objetivos previstos, se

realizé6 una comparacion de la exactitud y de la precision entre ambos métodos. Se



siguieron las indicaciones dadas por la Resolucién OENO 10/2005 de la OIV y norma
UNE 82009-6 utilizando la metodologia de comparacion del método alternativo con el
de referencia.

El equipo de determinacion rapida, es un sistema HANNA para el analisis de
sulfuroso tanto libre como total que se basa en una valoracidn yodométrica rapida.
Este equipo se verificd mediante comparacion con el método de referencia CE 2676/90
para la determinacion de sulfitos en vinos y el método oficial Monier-William para
determinacién de sulfitos en alimentos (AOAC 990.28)

Las matrices que se utilizaron pertenecen a dos tipos de alimentos diferentes.
Por un lado, vinos secos tanto tintos como blancos de diferentes afios, procedencia y
variedades y por otro lado conservas vegetales como legumbres y encurtidos.

Tras -el estudio de exactitud se pudo comprobar un posible efecto matriz entre
las variedades de vinos puesto que habia una buena correlacién lineal en el andlisis del
sulfuroso total y libre en vinos tintos y una correlacidon peor en los vinos blancos -. -
mostrando los resultados posibles diferencias de especificidad entre los
procedimientos de medida comparados en el analisis del didxido de azufre libre en los
vinos blancos.

Ademas, el equipo es valido para medir el diéxido d azufre total en conservas
vegetales tanto en encurtidos como en legumbres puesto que el estudio de veracidad
no -muestra diferencias significativas en los resultados obtenidos por ambos métodos

de andlisis -.
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VERIFICACION DE UN EQUIPO DE ANALISIS RAPIDO DE DETERMINACION DE DIOXIDO DE AZUFRE EN ALIMENTOS

1. ANTECEDENTES

Los sulfitos son las sales inorgdnicas o ésteres del acido sulfuroso(H,S0s) que
contienen el anién SO32-, siendo los mas importantes el sulfito de sodio y el sulfito de
magnesio. Estas sales se forman cuando se ponen en contacto el éxido de azufre (IV)
(50;) con disoluciones alcalinas. Se tratan de sustancias reductoras pasando el azufre
del estado de oxidacion +IV a + VI.

Tienen propiedades conservantes y antioxidantes. Los compuestos capaces de
producir sulfito, llamados agentes, se utilizan como aditivos alimentarios para prevenir
reacciones enzimaticas y reacciones de pardeamiento no enzimdatico asi como para
controlar el crecimiento de microorganismos y actuar como antioxidantes. Entre los
agentes de sulfito se incluyen el didxido de azufre, sulfato de sodio, sodio y bisulfito
de potasio, y metabisulfitos.

El sulfito es un aditivo conservante eficaz y de bajo coste utilizado para la
conservaciéon de los vinos y otros alimentos. Al proporcionar la estabilizacion y
funciones de acondicionamiento, mejora la apariencia y mantiene su calidad (Ribérau-
Gayon y col., 2006).

Aditivo alimentario es toda sustancia que normalmente no se consuma como
alimento en si misma ni se use como ingrediente caracteristico de los alimentos, tenga
o no valor nutritivo, y cuya adicién intencionada — con un propésito tecnoldgico — a un
alimento durante su fabricacidn, transformacion, preparacion, tratamiento, envasado,
transporte o almacenamiento tenga por efecto, o quepa razonablemente prever que
tenga por efecto, que el propio aditivo o sus subproductos se conviertan directa o
indirectamente en un componente del alimento. (Reglamento CE N° 1333/2008).

Los aditivos figuran en el etiquetado de los alimentos, bien por su nombre o
bien por su numero E. De esta manera, el etiquetado proporciona informacion al
consumidor que le va a permitir elegir o evitar consumir alimentos que contengan
determinados aditivos. El hecho de que un aditivo tenga un numero E asignado da
garantias de que el aditivo ha pasado controles de seguridad y que ha sido aprobado
para su uso en la Unidn Europea. (AECOSAN: Agencia espafiola de consumo, seguridad
alimentaria y nutricién).

El anhidrido sulfuroso o didxido de azufre ha sido ampliamente utilizado a lo
largo de la historia debido a sus multiples funciones. En la antigua Grecia parece
documentado que la ropa de los enfermos tras ser lavada era espolvoreada con azufre
y puesta al sol para desinfectarla ya que las particulas de azufre expuestas al sol
desprenden diéxido de azufre. También los egipcios y romanos quemaban azufre para
producir didxido de azufre y limpiar el utillaje para la elaboracidn del vino y sus vasijas
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de almacenaje. En agricultura, desde tiempos remotos, se ha usado el azufre para
proteger las plantas contra algunas plagas. Las particulas de azufre que se depositan
sobre las hojas por efecto del sol se transforman también en didxido de azufre.

En la actualidad, los agentes sulfitantes (E220 a E228) que incluyen el diéxido
de azufre (SO, E220 ) y distintos sulfitos inorganicos que generan SO, con el que
coexisten en distintas proporciones dependiendo de las condiciones del medio,
pueden encontrarse en bebidas y alimentos como aditivos conservantes. Su
mecanismo de accidon es antimicrobiano mediante la inhibicion del deterioro
provocado por bacterias, mohos y levaduras, asi como antioxidante, evitando las
reacciones de pardeamiento, tanto enzimatico como no enzimatico que tiene lugar
durante el procesamiento de los alimentos o el almacenamiento de los mismos.
(Mischek, D., 2011).

Concretamente, dentro de los aditivos de sulfitos encontramos diferentes
compuestos que se pueden identificar desde E-220 hasta E-228. A continuacién se
muestran en la tabla 1.1:

Tabla 1.1: Diferentes aditivos de sulfitos

N2 E Denominacion
E-220 Diéxido de azufre
E-221 Sulfito de sodio
E-222 Sulfito acido de sodio
E-223 Metabisulfito sdédico
E-224 Metabisulfito potasico
E-226 Sulfito de calcio
E-227 Sulfito acido de calcio
E-228 Sulfito acido de potasio

El dioxido de azufre (SO,) es un gas incoloro, de olor sofocante, que se forma
por la combustion del azufre, de los sulfuros o de la pirita. Algunas de sus propiedades
fisico-quimicas son las siguientes:

« Es menos pesado que el aire.

« Selictaa 15 °C con una presiéon de 2,72 bares.

« Hierve a-10 °Cy se solidifica a -76 °C.

« Su peso especifico es de 1,3960 a 15 °Cy 1,4350a 0 °C.

Es un aditivo auto limitante en su uso, es decir, por encima de una cierta dosis
altera las caracteristicas gustativas del producto. Es especialmente eficaz en medio
acido, inhibiendo bacterias y mohos, y en menor grado, levaduras. Actla destruyendo
la tiamina (vitamina B1), por lo que no debe usarse en aquellos alimentos que la
aporten en una proporcion significativa a la dieta, como es el caso de la carne; sin
embargo, protege en cierto grado a la vitamina C. Durante el cocinado o procesado

2
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industrial este tipo de conservantes se pierden en parte por evaporacién o por
combinacidon con otros componentes. El anhidrido sulfuroso y los sulfitos son muy
utilizados para la conservacion de zumos de uva, mostos y vinos, asi como para la de la
sidra y vinagre. También se utiliza como conservante en salsas de mostaza y
especialmente en los derivados de fruta (zumos, etc.) que van a utilizarse como
materia prima para otras industrias, de los que desaparece en su mayor parte durante
el procesado posterior. (Mischek, D. 2011).

Los sulfitos actian como antioxidantes, inhibiendo especialmente las
reacciones de oscurecimiento producidas por ciertos enzimas en vegetales y
crustdceos. Con este fin se autoriza su uso en conservas vegetales y aceitunas de mesa,
cefaldopodos congelados y crustaceos. En algunos paises se utiliza para conservar el
aspecto fresco de los vegetales que se consumen en ensalada. También puede
utilizarse para mejorar el aspecto de la carne y dar impresién de mayor frescura, pero
esta Ultima practica se considera un fraude, al engafiar al comprador respecto a la
calidad real. También es perjudicial en el aspecto nutricional al destruir la tiamina
(vitamina B1) aportada en una gran proporcion por la carne. Esta practica estd
prohibida en muchos paises, entre ellos en Espafia (Jackowetz, Li, Mira de Ordufia,
2012).

En la figura 1.1 se puede observar los diferentes tipos de sulfitos y su
denominacidn asi como la disociacion en medio acuoso:

= S0, b o —rEmi o es i loso)

metaSisiisto i s uifito
ALIMENTO HSOo; + HY 2= 5 HO + SO,
Eehddo de amifre

HSO; + H,0 —2E 5 g+ 4+ 50%

2P o

Disociacion del metabisulfito de potasio en medio acuoso y predominio de las
distintas especies en funcion del pH. (Braz. J. Food Technol., v.9, n.4).

Figura 1.1: Diferentes tipos de sulfitos y su disociacion en medio acuoso. Fuente:
AECOSAN: Agencia espainola de consumo, seguridad alimentaria y nutricion.

Existen diferentes formas de adicionar el sulfuroso a los alimentos:

Mediante sulfuroso en estado gaseoso, que se disuelve previamente en agua y
se afiade posteriormente. En este caso, se presenta en botellas o balas con el gas
licuado.
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¢ Mediante metabisulfito potdsico (K;S,0s) en polvo. En este caso hay que afiadir
el doble de cantidad de metabisulfito de la que realmente se necesite de
sulfuroso. Esta forma de adicion provoca un aumento de la concentracién de
potasio y puede dar problemas posteriores de estabilizacion.

¢ Mediante azufre puro en pastillas o mechas que se hacen arder. Principalmente
se utiliza para la desinfeccién de las barricas y envases de madera.

¢ Endisoluciones de bisulfito amonico ya preparadas. (Taylor,S.L.1986)

En Espafia, el uso del didxido de azufre y los sulfitos se permite en
determinadas condiciones, en una amplia variedad de alimentos. La reglamentacién
espanola aplicable es el RD 142/2002 y su modificacién, RD 1118/2007, referente a los
aditivos distintos de los colorantes y edulcorantes.

Su uso se autoriza en alimentos diversos como galletas, siropes, productos de
aperitivo, patata, vino y cerveza, productos vegetales frescos (uvas de mesa vy lichis
frescos), confituras y mermeladas, frutos secos, crustdceos, moluscos y carnes
(longaniza fresca, butifarra fresca y salchicha fresca). Las dosis maximas permitidas
dependen del alimento y comprenden un amplio rango de concentracién, que oscila
entre los 10 y los 2000 mg/kg de SO,. A continuacion, en la tabla 1.2, se pueden
observar las dosis permitidas de SO, en cada tipo de alimento:

Tablal.2: Cantidades establecidas de aditivo SO, en diferentes alimentos (Reglamento
(CE) N21333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo)

Muestra N2 E Dosis Maxima
(mg/l 0 mg/kg)
Frutas y hortalizas E 220-228 10-100
enteras frescas Diéxido de azufre y sulfitos
Frutas y hortalizas en E 220-228 50
conservas Diéxido de azufre y sulfitos
Confituras E 220-228 100
Diéxido de azufre y sulfitos
Preparados de carne E 220-228 450
Didxido de azufre y sulfitos
Zumo de frutas E 220-228 20-350
Didxido de azufre y sulfitos
Vino convencional E 220-228 200
Didxido de azufre y sulfitos

La Administracion de Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA) recomienda que debe
haber etiquetas de advertencia en todos los alimentos que contengan mas de 10
mg/kg de sulfito o cualquier bebida que contenga mas de 10 mg/L de sulfito.
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En enero de 2009 el Comité del Codex sobre aditivos alimentarios FAO/OMS
evaluo el uso de sulfitos en alimentos, informando que la contribucién a la ingesta
total de sulfitos la realizan en mayor medida los siguientes alimentos: vino, jugos de
fruta, refrescos, diversas formas de patatas elaboradas, fruta seca, nueces vy
embutidos, en general (Codex, 2014).

Se hace necesario su control, por varios motivos:

* Para asegurar el cumplimiento de la legislacion.

* Debido a la pérdida del valor nutricional de algunos alimentos por la capacidad
qgue tienen los sulfitos para descomponer la tiamina o vitamina Bl en sus
componentes, tiazol y pirimidina.

* Debido a la toxicidad que poseen causando efectos nocivos para la salud. Por
ejemplo, en personas sensibles (asmaticos), los sulfitos pueden provocar
asma, que se caracteriza por las dificultades respiratorias, la respiracidon
entrecortada, la sibilancia y la tos.

Hoy en dia, existen distintos proyectos donde se buscan alternativas para
reducir o sustituir el SO, en los distintos alimentos. Concretamente, el proyecto
europeo "Replacement of sulphur dioxide in food keeling the same quality and shelf-
life of the products" (SO,SAY), que tiene como objetivo la busqueda de alternativas y
tecnologias innovadoras que permitan sustituir o reducir al maximo el empleo del
dioxido de azufre (SO,;) en diversos alimentos como el vino, zumos o productos
vegetales, ha iniciado recientemente sus trabajos de investigacion en nuestro pais.

El proyecto, iniciado en junio de 2009, persigue durante afos, a través de ocho
subproyectos que aglutinan 25 tareas, la sustitucién del empleo del SO, a través de:

e Lareduccién del contacto con oxigeno a través de atmodsferas modificadas en el
envasado o mediante la utilizacidon de recubrimientos comestibles para frutas y
vegetales.

e El empleo de metabolitos obtenidos de diversas plantas como agentes
antioxidantes y antimicrobianos.

* La inhibicion de la polifenoloxidasa, responsable del pardeamiento enzimatico
en frutas y productos vegetales.

Todos los avances que se lleven a cabo iran acompafiados por estudios
sensoriales y de test realizados a los consumidores para garantizar la calidad
organoléptica de los productos finales. Ademdas se han aplicado tecnologias
innovadoras en la elaboracién de vino y zumos que permitan sustituir el uso del
sulfuroso en estos productos sin comprometer su calidad (Proyecto SO,SAY).
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Por sus propiedades tecnoldgicas y bajo coste el SO, ha sido ampliamente
utilizado en la industria alimentaria (vino, zumo, marisco,...). A pesar de su amplio uso
y de su eficacia como conservadores, a los sulfitos se les atribuyen diversos efectos
adversos en humanos, como dolor de cabeza, dificultades respiratorias, diarrea,
reacciones alérgicas, fatiga, irritacion, hinchazén de cara, labio o garganta;
observandose en los ultimos afios un aumento en la intolerancia o alta sensibilidad al
SO,, relacionados con su ingestidon, particularmente en personas sensibles o
vulnerables a los mismos como personas asmaticas y ninos. (Taylor, 1986; Gao, 2002).

Este hecho, ha generado una creciente preocupacidn por parte de los
consumidores por el uso de compuestos quimicos como conservantes alimentarios y la
demanda de la busqueda de nuevos aditivos naturales.

Estos efectos tiene que ver en cdmo el organismo los elimina ya que los
considera dafiinos o toxicos, es decir, los metaboliza o transforma en algo atéxico; esto
se hace principalmente a nivel hepatico (también en rifidn, intestino, corazon) y el
higado necesita de enzimas como la sulfito-oxidasa y la accion de un oligoelemento
como el molibdeno. Esta enzima (sulfito oxidasa) es la responsable de la eliminacion
del sulfito producido en el propio organismo durante el metabolismo de los
aminodcidos que contienen azufre (Montano, 1989).

Ademas del molibdeno, para metabolizar los sulfitos se necesitan otros
elementos como: metionina, cisteina y vitamina B6, es decir que cada vez que el
organismo metaboliza o transforma estos aditivos esta utilizando nutrientes como
oligoelementos, vitaminas y aminoacidos que pueden ser requeridos por las células
para otras funciones.

Un estudio realizado por la agencia austriaca para la salud y seguridad
alimentaria muestra que mas del 40 % de la poblacién tiene déficit del oligoelemento
molibdeno (esto es debido al empobrecimiento de las tierras ya que no aparece en los
vegetales tratados con abonos quimicos) por lo que tendran dificultades o no podran
transformar los sulfitos presentando reacciones adversas (Montano, 1989).

Ha de tenerse en cuenta que los sulfitos afectan principalmente a algunos
individuos asmaticos (5-10 %), habiéndose registrado reacciones adversas como
dermatitis, dolor de cabeza, irritacién del tracto gastrointestinal, urticarias,
exacerbacion de asma e incluso shock anafilactico, y en el caso del trastorno
metabdlico hasta lesiones oculares y dafio cerebral grave. (Dalton-Bunnow MF, 1985).

Ademas de los asmaticos, las personas con afectacién hepdtica o con un déficit
en este enzima sulfito oxidasa, pueden tener problemas o sintomas al ingerir estos
aditivos. Se han observado en algunos casos otros tipos de reacciones frente a los
sulfitos usados como aditivos alimentarios, entre ellos manifestaciones cutdneas o

diarrea, especialmente entre personas con el jugo gdstrico poco acido. Por ejemplo si
6
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consumes una cantidad diaria que exceda de 50 mg/kg puede dar lugar a dolores de
cabeza fuertes, nauseas y diarrea.

Por todo ello, en muchos paises, el contenido de sulfitos en alimentos y bebidas
ha sido controlado y limitado estrictamente.

En numerosas ocasiones se ha propuesto la sustitucién del anhidrido sulfuroso
y de los sulfitos con el fin de evitar los efectos nocivos que se producen en ciertas
personas, esto es practicamente imposible en la industria del vino, aunque si en las
demds, especialmente cuando se emplea con fines antioxidantes.

Hoy en dia se sabe que los sulfitos no tienen efectos teratdégenos ni
cancerigenos, no representando ningun riesgo para la inmensa mayoria de la
poblacidn a los niveles presentes en los alimentos. (Montano, 1989).

1.3.1. Sulfitos en vino

El anhidrido sulfuroso o diéxido de azufre (SO,) es el principal conservante
utilizado durante la vinificacién para proteger a los vinos de posibles alteraciones. Su
uso como conservante enoldgico se conoce desde la antigliedad, siendo ya utilizado en
tiempos de egipcios y romanos para la desinfeccion y limpieza de bodegas (Frazier y
Westhoff, 1978).

Pero ha sido en las ultimas décadas cuando se han adquirido la mayor parte de
los conocimientos cientificos sobre su empleo en enologia, extendiéndose su uso en
operaciones de pre-fermentacidon durante la vinificacién. En los vinos, este compuesto
tiene multiples propiedades, entre las que se pueden destacar su capacidad
antimicrobiana y antioxidante.

El SO, es un agente antiséptico frente a levaduras y bacterias, presentando un
mayor poder antimicrobiano frente a bacterias acido lacticas (BAL) que frente a
levaduras. El SO, impide la oxidacion no enzimatica y enzimatica del vino mediante un
consumo lento del oxigeno e inhibicidon de enzimas oxidativas tales como la tirosinasa y
lacasa. Ademas, la unién del SO, con el etanol y otros compuestos similares protege
los aromas del vino. Por otra parte, también previene el pardeamiento de los vinos
mediante la inactivacién enzimas como la peroxidasa, e inhibe la reaccion de Maillard
(Ribérau, Gayon, 2006).

Generalmente, a las concentraciones en las que estan presentes los sulfitos en
el vino no existe riesgo para el consumidor. Sin embargo, en los Ultimos afios, existe
una tendencia a reducir progresivamente los niveles maximos de SO, autorizados en
los mostos y vinos, debido al aumento de problemas para la salud humana,
preferencias de los consumidores, posibles alteraciones organolépticas en el producto
final (olores defectuosos producidos por el propio gas sulfuroso, o por su reduccién a
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sulfhidrico y otros mercaptanos) y a una legislacion cada vez mas estricta sobre los
conservantes (Santos, 2012).

Durante la vinificacién, las distintas formas quimicas del SO,, libre y combinada,
se encuentran en un equilibrio que depende del pH, composicion y temperatura del
vino. El SO, libre se define como la fraccion presente en forma gaseosa o inorgdnica en
el vino, mientras que la fraccion combinada es aquella que se encuentra unida a las
diferentes sustancias orgdnicas del vino, denominandose SO, total a la suma de ambas
fracciones (Figura 1.2).

El SO, libre al pH del vino esta presente en las formas: acido sulfuroso (H,S0s),
gas dioxido de azufre (SO,) y bisulfito de hidrégeno (HSOs-). EI SO, molecular
constituye la llamada forma “activa" del SO,, responsable de la mayor parte de sus
propiedades enoldgicas, las cuales dependen del pH del vino. De la misma manera,
podria ser el causante del sabor y olor desagradable en el vino.

La mayor parte del SO, adicionado al mosto o al vino esta combinado con
diversos compuestos organicos, tales como: azucares, polisacaridos, polifenoles, etc.
La principal unién del SO, con estos compuestos, se produce con el acetaldehido
generandose un compuesto muy estable y por lo tanto irreversible. Por otro parte, la
union del anhidrido sulfuroso con azucares, acidos, etc., es menor y reversible,
denominandose a este didxido de azufre SO, residual. En la figura 1.2 se pueden
observar las diferentes formas de SO, (Togores J. 2013).
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Figura 1.2: Diferentes formas del SO, al pH del vino (Tomada Krieger, 2008).

El SO, combinado es mas abundante que el SO, libre en el vino. Sin embargo,
esta fraccién tiene menor relevancia que el SO, libre en relacion a las propiedades
antisépticas y antioxidantes del SO, en el vino; a pesar de que su unién con el etanol
permite la proteccion de aromas del vino y hace que el caracter plano del mismo
desaparezca.
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Los derivados azufrados utilizados habitualmente en enologia son el SO,, y el
metabisulfito de sodio y/o de potasio (Na,5,05 y K,S,05), entre otros. Durante la
vinificacion, estos productos se utilizan fundamentalmente en tres etapas (Figura 1.3).
Una primera, en las uvas o en el mosto durante la etapa pre-fermentativa, con el
objetivo fundamental de prevenir la oxidacién del mismo y rebajar la carga microbiana
inicial; mas adelante, una vez finalizados los procesos de fermentacién y previa a las
etapas de crianza o conservacidon de los vinos, para asi inhibir el crecimiento de
microorganismos alterantes de los vinos; y como ultimo paso, inmediatamente antes
del embotellado, con objeto de estabilizar los vinos e impedir cualquier alteracién
dentro de las botellas. Por otro lado, el SO, también se emplea en la limpieza y
desinfeccion de barricas, aunque la reciente revision de la Directiva Biocidas 98/8
podria conllevar su prohibicion (Ribéreau, Gayon, 2006).
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Figura 1.3. Control del proceso de vinificacion nade la adicion de SQ(FA:
fermentacion alcohdlica y FML: fermentacion malotiéa) (Tomada Krieger, 2008).

Diversas propiedades de interés de los sulfitos:

+ Facil combinacidn con diversas sustancias del mosto o de los vinos,
principalmente con compuestos organicos con funcién carbonilo (aldehidos y
cetonas): azucares, polisacaridos, polifenoles...

« Accidn antiséptica y selectiva de la microflora natural de los mostos. Accién
estimulante, potenciando el proceso de transformacién de las sustancias
organicas por los microorganismos. Accién antiséptica sobre la actividad vital
de los microorganismos. Accidon selectiva de los microorganismos, pues a
igualdad de condiciones unos son mas resistentes que otros. En la accion
antiséptica del anhidrido sulfuroso influyen diversos factores como son la
cantidad de SO, libre, el pH del medio y la temperatura. Cuanto menor sea el
pH y mayor sea la temperatura mayor cantidad de SO, libre habra en el vino y,
por tanto, mayor serd su accién antiséptica.

« Accién esterilizante en botellas, corchos y, sobre todo, envases de madera y
barricas.
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« Accidn solubilizante y acidificante. Al destruir las células del hollejo favorece la
salida de sus compuestos solubles, de caracter acido. Favorece la extraccidon de
antocianos de los hollejos y, por tanto, de color.

« Accién defecante y clarificante. Al retrasar la fermentacién por su accion
antiséptica, favorece la decantacion de las particulas. Ademas, tiene poder
coagulante con determinadas sustancias coloidales.

« Accién antioxidante. Inhibe la accién de determinadas enzimas oxidantes
(tirosinasa y lacasa). También mediante su accion reductora frente a la
oxidacién no enzimatica.

« Efecto corrosivo sobre ciertos metales, es necesario el uso de aceros
inoxidables especiales (AISI 316).

« Efecto sensorial. Se detecta facilmente su presencia y puede ser un defecto
sensorial en los vinos.

« Efecto entorpecedor y paralizador de la fermentacion malolactica por su accién
antiséptica frente a las bacterias lacticas.

« Efecto activador sobre la quiebra cuprosa.

Por sus propiedades tecnoldgicas y bajo coste el SO, ha sido ampliamente
utilizado en la industria alimentaria (vino, zumo, marisco,...) (Mischek, D., 2011).

Por otro lado y con el objetivo de aumentar la seguridad de los alimentos, las
autoridades europeas han regulado de una forma estricta el uso del SO, como
conservante alimentario, Directivas 95/2/CE y 2006/52/CE.

En relacién al vino, la dosis maxima autorizada por la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) es de 150 a 400 mg/L de SO, total dependiendo
del tipo de vino y de su contenido en materias reductoras. Por otro lado, la Unién
Europa (Reglamento Comunidad Europea n2 497/2008) establece que los limites del
contenido total de SO, en los vinos tintos no podran exceder de 160 mg/L, y en blancos
y rosados de 210 mg/L, mientras en Japdn, Estados Unidos, Canada y Australia el limite
de SO, total es de 350 mg/L para todos los vinos.

Por otra parte, en Estados Unidos, Sudafrica y la Unién Europea (en concreto
desde el 26 de noviembre de 2005, Reglamento n2 1991/2004), la legislacion obliga a
los elaboradores, a sefialar la presencia de sulfitos en el etiquetado de los vinos,
siempre y cuando su nivel exceda de los 10 mg/L. De hecho, en los vinos espafioles, es
cada vez mas frecuente encontrar la indicacién “contiene sulfitos” en un lugar visible
de la etiqueta.

1.3.2. Sulfitos en conservas

En las diferentes conservas lo podemos encontrar tanto de forma libre como
combinada actuando como conservantes y antioxidantes.

Los conservantes son sustancias que impiden o retardan la descomposicion de
los alimentos provocada por los microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) que
10
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se nutren de ellos, o por los productos de su metabolismo que pueden ser
perjudiciales para la salud del consumidor. Por ejemplo, la toxina botulinica es un
potente toxico producido por la bacteria Clostridium botulinum presente en conservas
mal esterilizadas. Para evitar los efectos de los microorganismos sobre los alimentos se
emplean métodos fisicos (calentamiento, deshidratacidn, irradiacién, congelacion), y
sustancias que eliminan microorganismos o evitan su proliferacién (Togores, J. 2011).

Los antioxidantes son sustancias que retardan o evitan la oxidacién de los
alimentos. La oxidacidon es una reaccién en cadena que, una vez iniciada, continda
hasta la oxidacién total de las sustancias sensibles. Como consecuencia, aparecen
olores y sabores a rancio, se altera el color y la textura, desciende el valor nutritivo al
perderse algunas vitaminas y acidos grasos poliinsaturados, y se obtienen productos
gue pueden ser nocivos para la salud. Los antioxidantes pueden actuar por medio de
diferentes mecanismos:

e Detienen la reaccion en cadena de oxidacion.

e Eliminan el oxigeno atrapado o disuelto en el producto, o en los envases.

* Mediante el uso de agentes quelantes se eliminan trazas de ciertos metales,
como el cobre o el hierro, que facilitan la oxidacion.

Los antioxidantes mas utilizados son: acido ascérbico (vitamina C), acido citrico
y sulfitos en jugos de frutas, conservas vegetales, mermeladas; tocoferoles (vitamina E)
en alimentos con mayor contenido graso; BHA (butilhidroxianisol) y BHT
(butilhidroxitoluol), en quesos fundidos, aceites de semillas y margarinas. (Togores, J.
2011).

Como previamente se ha comentado, los sulfitos se utilizan como conservante
en la industria alimentaria, ya que se anade a varios productos (verduras, frutas, y
varias bebidas) para evitar la oxidacidn e inhibir el crecimiento de bacterias, ademas de
ayudar en la conservacion de la vitamina C. A pesar de estas grandes ventajas, el
contenido de sulfito en los alimentos y bebidas deben ser estrictamente limitada
debido a su toxicidad y los productos que contengan mas del limite establecido deben
ser etiquetados adecuadamente como ya se ha explicado anteriormente. Por ello hay
gue detectarlos y cuantificarlos en los diferentes alimentos.

La determinacion del SO, en el vino es una importante tarea analitica,
particularmente en lo que respecta a legislacion de seguridad alimentaria, comercio
del vino y enologia. Para los endlogos vy viticultores, la cantidad de SO, libre es el valor
mas importante, ya que proporciona informacion sobre los procesos de fermentacion,
mientras que desde un punto de vista legislativo lo es la cantidad total de sulfitos.

11
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Existen numerosos métodos de analisis de sulfitos en alimentos, la mayor parte
basados en el principio de conversidn de las distintas formas de sulfito en didéxido de
azufre. En general, pueden agruparse en dos categorias basicas:

1. Aquellos que requieren una destilacién inicial de la muestra problema para
extraer el didxido de azufre.

2. Aquellos que utilizan otras reacciones quimicas o procedimiento de
separacion para medir el SO,.

El cardcter inestable del analito, al igual que las uniones que establece con
ciertos compuestos presentes en el alimento, son dos puntos criticos en todos los
Ccasos.

Los métodos mas aceptados para la determinacion de sulfitos son el método
Ripper (titulacién con yodo) (Ripper, 1892; AOAC, 1984), el método Monier-Williams
(destilacion + titulacion alcalina) (Monier-Williams, 1927; Cunniff, 1995) y el método
de oficial de Paul (Paul, F.1985), (OIV.1990). Estos procedimientos son lentos y
laboriosos y presentan limitaciones, como son una pobre precision y una baja
selectividad (Bruno y col., 1979; Cardwell y col., 1991; Mataix y Lugue de Castro, 1998).

Por ello, en los ultimos afios con el objetivo de minimizar las limitaciones y
tiempo de andlisis de estos métodos, otros procedimientos basados en técnicas tales
como HPLC, andlisis por inyeccion de flujo (FIA), cromatografia de gases (GC), en
combinacidn con sensores épticos, métodos electroquimicos, enzimaticos, han sido
desarrollados (Tabla 1.3). Sin embargo, algunos de estos métodos carecen de
sensibilidad y precisidon (por ejemplo, iodmetria), mientras que otros requieren una
preparacion de la muestra muy costosa en tiempo, equipamiento y personal, reactivos
muy costosos. Debido a todas estas desventajas, es necesario buscar alternativas de
deteccion de sulfitos en alimentos como métodos rapidos sensibles, especificos y
precisos.

Tabla 1.3: Metodologias alternativas para la medicion de SO,

S02 SEPARACION DETECCION BIBLIOGRAFIA
LIBRE/TOTAL | Cromatografia de gases Detector fotométrico de Hamano y col., 1979
llama (FID)
Cromatografia idnica Electroquimica Kim y Kim, 1986
HPLC Sensor fotométrico Pizzoferrato y col., 1997
Electroforesis capilar uv Jankovskiené y col., 2003
Sensor de membrana Sensor 6ptico Silva y col., 2006

12
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Analisis por inyeccién UVv/Vis Segundo y col., 2001
Secuencial Amperométrico Chinvongamorn y col.,
2008
Analisis por inyeccién de flujo Espectrométrica Carinhanha y col., 2006
Sistema de flujo continto Sensor piezoeléctrico Palenzuelay col., 2005
TOTAL Analisis por inyeccién de flujo Quimioluminiscencia Huangy col., 1992

Amperométrica Corbo y col., 2002
Conductivimetro

Cromatografia idnica Conductividad Coopery col., 1986

Membrana bioactiva Sensor enzimatico Dinckaya y col., 2007

A continuacién se comentan algunos de los métodos que mas se utilizan
habitualmente en los laboratorios:

1.4.1. Meétodo optimizado de Monier-Williams

Este método se basa en la aireacion de la muestra para extraer el sulfito, la
oxidacion a acido sulfurico por burbujeo en una solucién de peréxido de hidrégeno y la
titulacién de la solucién resultante con hidréxido sddico. Para extraer el sulfito libre es
suficiente con la aireacion de la muestra durante 15 minutos a 102C, mientras que para
el sulfito total se requiere el mismo tiempo pero la muestra debe estar a 1002C.

El método mide sulfitos libres mas porciones reproducibles de sulfitos ligados,
tales como productos carbonilicos, en alimentos.

La muestra es calentada con acido clorhidrico (HCl) en reflujo para convertir el
sulfato a SO, (sulfitos). El nitrégeno introducido a la solucidn arrastra el SO, a través
del condensador enfriado por agua y pasa a una solucién del H,0, al 3% donde el SO,
se oxida a acido sulfurico (H,S04). El contenido de sulfito es directamente relacionado
al H,SO4 generado, el cual es determinado por titulacion con hidréxido de sodio
(NaOH) estandarizado.

Es aplicable para la determinacion de = 10 ppm de sulfitos en alimentos.
Aplicable en presencia de otros compuestos volatiles de azufre. Este método tiene
varios problemas que lo hace poco practico como por ejemplo que es lento, manual,
depende del analista y es necesario un volumen de muestra elevado (Monier-Williams,
1927; Cunniff, 1995).

13
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1.4.2. Meétodo de Paul

El método de Paul, es el método oficial de determinacién del diéxido de azufre
en vinos. El diéxido de azufre se encuentra en los vinos en forma libre y formando
combinaciones inestables con compuestos como azucares. En este método, el didxido
de azufre libre se lleva por una corriente de aire o nitrégeno, y se fija y se oxida por
burbujeo a través de una solucién diluida y neutra de perdxido de hidrégeno. El acido
sulfurico formado se determina por titulacion con una solucién valorada de hidrdoxido
de sodio. El arrastre en frio (102C) garantiza el arrastre Unicamente del dioxido de
azufre libre.

El diéxido de azufre combinado que queda en el vino tras la extraccidn del libre,
se determina calentando el vino directamente (aproximadamente 100 ° C).

Es un método con el que se obtiene resultados mas precisos pero tiene el
inconveniente de ser un método muy largo ya que exige mucha atencion ya que hay
gue controlar la temperatura, el flujo de gas y el tiempo de paso del gas. (Paul,
F.1985), (OI1V.1990)

1.4.3. lodometria

Consiste en una valoracion en la que se afiade a la muestra un exceso de yodo,
formado por acidificacion estandar KIOs y se adiciona una solucion de Kl. Cierta
cantidad de yodo se reduce a yoduro por el sulfito de la muestra y el yodo restante
se mide por titulacion con tiosulfato de sodio estandar utilizando el almidén como
indicador.

Puesto que la cantidad de sulfito es equivalente a la cantidad de la reduccién
de yodo y puesto que la cantidad de tiosulfato de sodio usado en la titulacién es
equivalente a la cantidad de yodo restante, la diferencia entre el yodo total y el
volumen de tiosulfato de sodio es la medida de la concentracién de sulfito de sodio.

Un modo de valoracién por retroceso se utiliza para evitar la pérdida de sulfito
en la forma de SO , en un ambiente acido.

Las ventajas de este método son la determinacion absoluta de contenido, la
atractiva relacion costo/beneficio, los resultados exactos y reproducibles. En cuanto a
las desventajas, se manipulan productos quimicos peligrosos y requiere mucho tiempo
de procedimiento, pueden existir interferencias, depende del analista (Mataix, Lugue
de Castro, 1998).

1.4.4. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacién y andlisis de mezclas de
sustancias volatiles basado en la distribucién de los componentes de una mezcla entre
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dos fases inmiscibles, una fija y otra movil. En cromatografia gaseosa, la fase movil es
un gas que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija. La cromatografia
de gases proporciona informacién cualitativa y cuantitativa para los compuestos
individuales presentes en una muestra. Se puede aplicar para la determinaciéon de
sulfitos libres y combinados en los alimentos. Se utiliza acido tartarico (0,1 M) como
excelente agente de extraccidn para la extraccidn selectiva de sulfitos libres, y un
agente de extraccidn alcalina que contiene tartrato de sodio y potasio y sulfito ferroso
(desoxidante).Entre las diferentes ventajas de este método se puede destacar los
cortos tiempos de ejecucién, columnas baratas, sélo requiere muestras muy pequefas
con poca preparacion y alta relacion sefial-ruido. Por otro lado, requiere una amplia
instrumentacion y operadores cualificados. (Chandra S.y col.2013).

1.4.5. La cromatografia ionica

Recientemente, la AOAC Internacional adoptd un método que utiliza
cromatografia de exclusidn idnica con deteccion amperométrica de corriente continua.
Este método (método AOAC 990.31) es lo suficientemente selectivo y solo es necesario
se homogeneizar las muestras en tampadn, filtrar, e inyectar para el analisis.

Un inconveniente de este método es que el ensuciamiento del electrodo de
trabajo de platino se produce con bastante rapidez, lo que lleva a una disminucion
significativa en la respuesta del detector. Se ha informado que hasta el 40% de pérdida
de la respuesta del detector al sulfito durante un periodo de 8 h. Por tanto esto hace
una desventaja grande en esta técnica. Por el contrario, la deteccion es simultanea y
de alta selectividad (Kim, 1990)

1.4.6. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

HPLC normalmente utiliza diferentes tipos de fases estacionarias, una bomba
donde se mueve la fase movil (s) y el analito a través de la columna, y un detector para
proporcionar un tiempo de retencion caracteristico para el analito. El detector también
puede proporcionar informacion adicional relacionada con el analito (es decir, datos
espectroscépicos de UV / VIS). El tiempo de retencidn del analito varia dependiendo de
la fuerza de sus interacciones con la fase estacionaria, la relacién / composicion de
disolvente (s) utilizado, y la velocidad de flujo de la fase mavil.

HPLC es una forma de cromatografia de liquidos que usa una columna de
tamafio mas pequefio, los medios de comunicacion dentro de la columna también mas
pequefia, la fase mévil y las presiones mas altas. Mediante este método se han
analizado en diferentes estudios los sulfitos totales y libres de productos vegetales
acidificados, puré de patata y manzanas secas. Los sulfitos se separan por HPLC y se
cuantifican con un detector de UV / vis.

Los resultados que se han ido obteniendo mediante esta técnica, han sido muy
sensibles, reproducibles y precisos. Ademas es una técnica rapida y automatizada. Por
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otro lado, los productos quimicos son muy costosos y se requiere experiencia en el
manejo (Theiser S., 2010).

1.4.7. Analisis por inyeccion en flujo (FIA)

El andlisis por inyeccion de flujo, es un enfoque para el analisis quimico que se
logra mediante la inyeccion de muestra en un portador de corriente continua. Es un
método automatizado en el que se inyecta una muestra en un flujo continuo de una
solucion utilizada como vehiculo que se mezcla con otras soluciones que fluyen
continuamente antes de llegar a un detector.

La técnica que emplean consiste basicamente en una destilacion en medio
acido y posterior valoracion yodométrica del diéxido de azufre generado.
Recientemente se ha puesto a punto un nuevo método para la determinacion
cuantitativa de dioxido de azufre en alimentos por FIA basado en el método oficial
AOAC 990.29, que automatiza el analisis, mejora el limite de cuantificacion (alcanza los
10 mg/kg SO,), optimiza la estabilizacion el SO, y permite un aumento de la cobertura
analitica en el control oficial de alimentos.

El método de andlisis consta de una serie de transformaciones quimicas del
analito que conducen a la formacién de SO,, el cual decolora una solucién de verde de
malaquita. Primero se extraen de los sulfitos de la muestra con tetracloromercurato
(TCM), el cual genera un complejo dicloro-sulfito-mercurato estable. Ya en el
analizador, el medio basico produce la rotura de las uniones de los sulfitos con
aldehidos y TCM, liberandolos, y a continuacién por acidificacion se genera SO,
gaseoso, el cual difunde a través de una membrana de teflén presente en una célula
de difusion de gas y entra en contacto con una matriz de verde malaquita que se
decolora, en un grado proporcional a la cantidad de sulfitos de la muestra problema.

Debido al bajo limite de deteccién obtenido, muestras de vino pueden ser
fuertemente diluidos antes de la inyeccién, lo que hace que el pretratamiento de la
muestra rapido y sencillo (JJ Sullivan y col, 1986).

Entre las ventajas encontramos la simplicidad y el bajo coste del instrumento y
por el contrario, se consume mucho reactivo.

1.4.8. Espectrofotometria

Diferentes estudios, han utilizado el método espectrofotométrico altamente
selectivo para la determinacidon de sulfitos que se desarrolla sobre la base de la
reaccion de sulfito con formaldehido en presencia de amoniaco, produciendo un
complejo de color azul oscuro cuya absorbancia es sensible a concentraciones de
sulfito. EI método es sencillo, muy sensible y apropiado para la determinacién de
sulfitos.
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La absorbancia que se mide es a 628 nm, que fue el mejor de los dos maximos
de absorcion que fueron exhibidos por el compuesto. Se proponen dos métodos
simples para la determinacién de sulfito en los productos alimenticios:

1) El método-formaldehido modificado (PRA) que mostré un rango lineal mucho
mas amplio (0,05-5,0 mg / L como SO,) que el procedimiento utilizado para la
deteccion de didxido de azufre en la atmdsfera (0,05-1,0 mg / L como SO,). Con
el uso de una tarjeta de color de referencia estandar, este método sélo
necesita 5 minutos para completar la prueba.

2) El método de 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) es otra buena
alternativa para la determinacidn rapida de sulfito, ya que sdlo necesita un
reactivo principal y es robusto y facil de realizar, con un rango lineal de 0,10 a
4,3 mg /L como SO,. Cuando se aplica a muestras reales de los alimentos, el
método DTNB tenia buenas recuperaciones de todas las muestras analizadas y
los resultados obtenidos estdn de acuerdo con los obtenidos por el método
oficial de valoracién yodométrica.

El método ARP-formaldehido modificado funcionaba bien con todos los
productos alimenticios secos ensayados, aunque se observé un efecto matriz de sulfito
de unidn para muestras de cerveza. Por lo tanto, el método ARP-formaldehido
modificada tiene ventajas de la sensibilidad y rapidez, pero el método DTNB ofrece una
gama mas amplia de aplicaciones. Ambos métodos proporcionan medios practicos
para la determinacidn in situ de sulfito.

Las ventajas que ofrece este método es que es simple y muy sensible aunque
por otro lado, algunos de ellos requieren un procedimiento de destilacién y se
necesitan cantidades grandes de muestras. (Monzir S, Abdel ,1994).

1.4.9. Biosensores

Los biosensores amperométricos combinan las ventajas de las técnicas
electroquimicas con alta especificidad de sustrato-enzima, el tiempo de respuesta
rapida, y un procedimiento facil. Recientemente, el rendimiento analitico de los
biosensores se ha mejorado con el uso de los nanomateriales.

Nanoestructuras de 6xidos metdlicos tienen la capacidad Unica de promover
rapidamente la cinética de transferencia de electrones entre el electrodo y el sitio
activo de la enzima deseada. Durante los ultimos afios, gran atencion se ha prestado al
desarrollo de diversos biosensores para la determinacién de sulfito.

Los biosensores se sulfitos se pueden clasificar en 12 clases en funcién de su
tipo de transductor. El principio basico de los biosensores incluye la produccién de
H,0O, de la oxidacién aerobia de sulfito por medio de una oxidasa inmovilizada y su
descomposicion electroquimica en condiciones de alta tension para generar
electrones, es decir, la corriente, la cual es directamente proporcional a la
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concentracion de sulfito. Las ventajas de este método a modo general, es que es una
deteccion sencilla, rapida y sensible.

Todos estos métodos se utilizan en la actualidad para detectar los sulfitos en los
alimentos y como se ha podido observar presentan cada uno de ellos tanto ventajas
como desventajas. No existe el método ideal de deteccidon y por ello es necesario
seguir buscando alternativas rdpidas y automatizadas, sensibles y sencillas. (Chandra
Shekhar Pundir, Rachna Rawal, 2013).

El término validacién ha sido definido de diversas maneras y por numerosos
autores:

“Verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para un uso
previsto” (VIM, 2008)

“Confirmacién mediante el examen y la aportacién de evidencias objetivas de
gue se han cumplido los requisitos particulares para una utilizacion especifica
prevista.” (ICH, 2005).

Definicion analitica: “Es el establecimiento de la evidencia documental de que
un procedimiento analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién
de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de
calidad previamente establecidos”

Para poder definir correctamente el término de validacidn no hay que olvidarse
de términos como cualificacion vy calibracidon, quienes van intrinsecamente
relacionados entre si (Aguirre, L. y col, 2001):

-Cualificacion: consiste en la operacion por la que se comprueba que un equipo
funciona correctamente y produce en realidad los resultados previstos.

- Calibracion: conjunto de operacion que determinan, bajo condiciones
previamente definidas, la relacion entre los valores indicados por el sistema de
medicion y lo calores conocidos correspondientes a un patrén de referencia.

Las caracteristicas de funcionamiento de la validacién se concretan en unos
parametros de calidad como son la exactitud, la precision, los limites de deteccion y
cuantificacion, el intervalo dindmico, la sensibilidad, la selectividad y la robustez (ICH,
2005). A continuacioén se define la exactitud y la precisién:

-La exactitud se define como la proximidad entre un valor medido y un valor
verdadero de un mensurando. La exactitud es un método cualitativo y por ello va

asociado a otro concepto, “error”. Este es definido como la diferencia entre el
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resultado de la medida y el valor real del mesurando. Los errores pueden clasificarse
como aleatorios o indeterminados y sistematicos. (VIM, 2008)

Para conocer la exactitud de un método se pueden utilizar distintos caminos. La
comparacion con un método de referencia es uno de ellos y es uno de los puntos de
los que trata este trabajo. La “comparacion con un método de referencia” es una
posible alternativa:

“Cuando no se dispone de materiales de referencia apropiados, una posible
alternativa consiste en la comparacion de los resultados del método que estamos
evaluando con los obtenidos mediante un método validado que puede considerarse
como un método de referencia.”

-La Precision de medida es la proximidad entre las indicaciones o los valores
medidos obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos
similares, bajo condiciones especificadas (VIM, 2008)

Esta comparacion es conocida también por el nombre de verificacion. La
veracidad es la proximidad entre la media de un nimero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia. La veracidad de medida no es una magnitud y no
puede expresarse numéricamente, aunque la norma ISO 5725 especifica formas de
expresar dicha proximidad. La veracidad de medida esta inversamente relacionada con
el error sistematico, pero no esta relacionada con el error aleatorio. (VIM, 2008)

Otro de los parametros que caracterizan el proceso de validacién de un
método es el término precisidn, el cual se entiende como el grado de concordancia
entre los resultados de ensayos independientes obtenidos en unas condiciones bien
definidas.

Mediante la precision se evalua la dispersion de los resultados que se obtienen
al realizar medidas replicadas obre una misma muestra. Los resultados obtenidos de la
precision dependen exclusivamente de los errores aleatorios del proceso de medida y
es independiente de los errores sistematicos.

Mediante el estudio de la desviacion estandar se mide la precisidon. Debido a
gue el numero de factores que afectan a la precisién es elevado, para poder evaluar se
llevan a cabo los estudios de repetibilidad, precision intermedia y reproductibilidad.

Para poder llevar a cabo estos estudios de repetibilidad, se deben cumplir unas
condiciones de repetibilidad que se entienden como:

-Aquellas en que las medidas se llevan a cabo aplicando el mismo método a un

mismo material, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y reactivos, el
mismo operador y en un intervalo corto de tiempo.

19



VERIFICACION DE UN EQUIPO DE ANALISIS RAPIDO DE DETERMINACION DE DIOXIDO DE AZUFRE EN ALIMENTOS
]

Las razones por las cuales seria justificado llevar a cabo la realizacién de la
validacién de métodos analiticos son:

e Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las
condiciones descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las
pruebas documentales al respecto.

e Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo
cual a su vez minimizan el numero de fallos repeticiones permitiendo un
importante ahorro de costes.

e Trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales.

e La validacién es también un paso o requisito previo a los procesos de
transferencia de métodos analiticos.

20



VERIFICACION DE UN EQUIPO DE ANALISIS RAPIDO DE DETERMINACION DE DIOXIDO DE AZUFRE EN ALIMENTOS

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es verificar un método de analisis rapido de
sulfitos en dos tipos de alimentos: vino y conservas vegetales. Para poder alcanzar este
objetivo, se plantean las siguientes acciones:

e Comparar la precision entre el método oficial y el método alternativo tanto en
vino como en conservas vegetales.

e Comparar la exactitud entre el método oficial y el método alternativo tanto en
vino como en conservas vegetales.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos propuestos se realizd el siguiente disefio
experimental:

3.1. Analisis de diéxido de azufre en vino

Se han utilizado dos tipos de muestras: vino tinto seco y vino blanco seco. Se
analizaron 20 muestras de cada tipo de vino.

En las muestras se analizd tanto el didxido de azufre libre como el didxido de
azufre combinado por el método oficial y por el método de determinacidn alternativo
utilizando un equipo de analisis rapido de Hanna Instruments siguiendo el siguiente

esquema:
20 muestras .

Por cada muestra de vino se realizan un total de 12 determinaciones, seis por
el método oficial y otras seis por el método rdpido. Como se han analizado 20
muestras de vino, se han realizado un total de 240 determinaciones.

4,—>SOZ libre
I SO, combinado

4[—>SOZ libre
I e SO, combinado

3.2. Analisis de dioxido de azufre en conservas
vegetales

Se han utilizado dos tipos diferentes de conservas: encurtidos y legumbres.

Se analizaron 12 muestras de cada tipo.

En las muestras se analizé el didxido de azufre total tanto por el método oficial
como por el método de determinacion rapido Hanna Instruments siguiendo el
siguiente esquema:
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/v - — SO, total
\ ——» SO, total
12 muestras

Por cada muestra de conserva se han realizado seis determinaciones. Como se
han estudiado 12 tipos de conservas, en total se han realizado 72 determinaciones.
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4.  MATERIALY METODOS

Para la primera parte de este trabajo nos servimos de 2 tipos de vino: tinto y
blanco. Se tomdé una muestra representativa de la variabilidad que existe en el
mercado para este tipo de vinos, eligiendo vinos de diferentes variedades y
procedencia, diferente grado alcohdlico y diferentes afadas.

Para poder llevar a cabo este experimento, se recogieron un total de 20
muestras de vino seco:
» 10 muestras de vino tinto

» 10 muestras de vino blanco

Se compraron en una vinoteca especializada y se almacenaron a 4 °C hasta que
se procesaron. A continuacidn se muestran las muestras en la tabla 4.1:

Tabla 4.1: Muestras de vino y sus caracteristicas

Grado
Afo alcoholico pH
Muestra Tipo cosecha % viv Variedades

1 Tinto-Crianza 2008 14,5 3,42 Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon,

2 Tinto-Crianza 2006 14 3,19 Merlot
Tempranillo, Merlot,

3 Tinto 2012 13,5 3,28 Cabernet
Cabernet Sauvignon,

4 Tinto -Crianza 2012 13,3 3,28 Merlot
Tempranillo, Merlot,

5 Tinto-Reserva 2003 13,5 3,12 Cabernet
Tempranillo, Merlot,

6 Tinto 2011 14 3,2 Cabernet
Tempranillo, Merlot,

7 Tinto 2011 14 3,25 Cabernet
Tempranillo, Merlot,

8 Tinto-Reserva 2007 13,5 3,27 Cabernet
Tempranillo, Merlot,

9 Tinto —Tempranillo 2011 14 3,16 Cabernet
Cabernet Sauvignon,

10 Tinto-Reserva 2007 13,5 3,21 Merlot

11 Blanco 2012 12,5 3,06 Variedades blancas

12 Blanco 2007 12,5 2,7 Variedades blancas
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13 Blanco 2012 12,5 3 Variedades blancas
2,83
14 Blanco 2012 12,5 Variedades blancas
15 Blanco 2012 12,5 3,1 Variedades blancas
16 Blanco-eco 2012 12,5 3,29 Variedades blancas
17 Blanco 2011 12,5 3,07 Variedades blancas
18 Blanco 2011 12,5 3 Variedades blancas
19 Blanco 2012 12,5 2,68 Variedades blancas
20 Blanco 2011 12,5 3,07 Variedades blancas
CV% 19,46

Como se puede observar en la tabla 4.1., las muestras de vino tienen un grado
alcohdlico y un pH variado. El grado alcohélico va desde 12,5 % en todos los vinos blancos
hasta 14,5 % en los vinos tintos. Por otro lado, en cuanto al pH, va desde 3,12 hasta 3,42
de maxima en vinos tintos y de 2,68 hasta 3,29 en vinos blancos. El coeficiente de
variacién es del 19,46%.

Para la segunda parte de este trabajo se utilizaron diferentes tipos de
conservas. En total eran 12 muestras de dos tipos diferentes: encurtidos y legumbres
(tabla 4.2). Todas son de marca y origen diferentes. También son representativas
dentro de la variabilidad que existe en el mercado de estos productos. Todas las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente hasta su andlisis.

Tabla 4.2: Muestras de conservas

Muestra Tipo
1 Encurtido-Pepinillos

Encurtido- Pepinillos

3 Encurtido-Pepinillos

4 Encurtido-Banderillas

5 Encurtido-Banderillas

6 Encurtido- Alifio combinado
7 Legumbre-Garbanzos

8 Legumbre- Garbanzos

9 Legumbre-Garbanzos Extra
10 Legumbre-Alubias

11 Legumbre- Alubias Largas Extra
12 Legumbre-Alubias pochas
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En el caso del vino, para realizar el andlisis de sulfitos, no fue necesario realizar
ningun pre-tratamiento de la muestra para ninguno de los dos métodos.

En el caso de las conservas vegetales, para poder analizar los sulfitos, si que fue
necesario realizar una puesta a punto de la preparaciéon de la muestra a analizar para
el método alternativo de analisis. Segun el método oficial de referencia, para la
determinaciéon del diéxido de azufre en alimentos (Método AOAC 990.28), la muestra
debe disolverse en etanol al 5% y no es necesario filtrarla antes de su analisis. Por
tanto, para el método alternativo, realizamos la misma preparacion de la muestra
(disolver en etanol al 5% y no filtrarla).

Los andlisis se hicieron de forma simultdanea en ambos métodos, para garantizar
gue no se producian alteraciones en las muestras de analisis de un método a otro.

4.3.1. Meétodo oficial de referencia para la determinacion del
dioxido de azufre por el método de Paul en vinos.
(Método Il Tipo OIV-MA-AS323-04)

Se llevé a cabo el andlisis determinando el didxido de azufre por el método
oficial de OIV-MA-AS323-04.

El método sigue el siguiente principio:

El didxido de azufre libre se determina por acidificacién del vino, arrastre por
corriente le aire o de nitrogeno, oxidacién por borboteo en una solucién diluida de
peroxido de hidrégeno neutra y posterior valoracion con hidroxido sédico del acido
sulfdrico formado. El arrastre en frio (10 °C) garantiza el arrastre Unicamente del
diéxido de azufre libre.

El diéxido de azufre combinado, que queda en el vino tras la extraccion del
dioxido de azufre libre, se determina por calentamiento moderado (aproximadamente
100 °C) y analogo procedimiento al anterior.

El dioxido de azufre total es la suma del libre y el combinado. Puede

determinarse también, acidificando y calentando el vino directamente, y siguiendo el
procedimiento antes descrito.
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Para la aplicacion el método oficial el vino se atemperé a temperatura
ambiente para evitar errores de temperatura, lo que pudiese dar resultados no
correspondidos con la realidad.

Los resultados se expresan como mg/l de diéxido de azufre.

El aparato de arrastre que hay que utilizar se puede observar en la figura 4.1
compuesto por matraz (A), tubo borboteador (B), frasco con agua(C) y refrigerante (D).
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Figura 4.1 Aparato para la determinacion del didxido de azufre segun F.Paul.

Sabiendo los ml de muestra inicial y el volumen de NaOH gastado en la
valoracion se sabra el SO, libre y total de nuestra muestra.

4.3.2. Método oficial de referencia para la determinacién del
didxido de azufre en alimentos (Método AOAC
990.28, método Monier-Williams)

Se llevd a cabo el analisis determinando el diéxido de azufre por el método
oficial de AOAC 990.28 en alimentos.

El método sigue el siguiente principio:

El método mide sulfitos libres y sulfitos mas consolidados, como los productos
de adicidn de carbonilo, en los alimentos. La muestra se calienta con un reflujo de HCI
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(1M) para convertir los sulfitos en didxido de azufre. Se introduce una corriente
de N, debajo de la superficie de la solucién que barre el didéxido de azufre a través del
condensador refrigerado por agua y a través del burbujeo conectado al condensador
con una solucion de H,0, al 3 % donde el SO, se oxida a H,SO0,.

El contenido de sulfitos esta directamente relacionado con el H,SO,4 generado y
se determina por medio de una valoracion con NaOH.

A continuacion se puede observar en la figura 4.2 el aparato de destilacidn
necesario con el embudo de separacién, un matraz de fondo redondo, un
condensador, un borboteador, y un recipiente de vidrio.

Figura 4.2: Aparato de destilacion para la determinacion de didxido de azufre en
alimentos (A. Adaptador entrada B. Bureta C. Matraz D. Tubo de entrada gas E.
Condensador F. Burbujeador G. Recipiente vidrio).
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4.3.3. Método alternativo para la determinacion del didxido
de azufre

El método alternativo que se estudia en este trabajo para la determinacién del
dioxido de azufre tanto en vinos como para conservas es un equipo automatico, facil
de usar y econdmico, de la casa comercial HANNA Instruments HI 84500. A
continuacion se observa en la figura 4.3.

Figura 4.3: Equipo Hanna Instruments HI-84500 para determinar didxido de azufre

Este equipo es un valorador potenciométrico que usa un electrodo de pH para
la determinacién del punto final. El uso del equipo elimina los factores subjetivos de
las mediciones, tales como indicadores de color, errores en los calculos matematicos o
adiciones erraticas de valorantes. Tiene una bomba peristaltica simple y precisa para
garantizar la mayor precisiéon y repetibilidad.

El principio de funcionamiento es el siguiente:

La determinacién del diéxido de azufre en las muestras se realiza mediante
valoracion del didoxido de azufre presente en las mismas con yodato. En este
procedimiento se anade exceso de yodo a la muestra y es tritrado con yodato.

El yodato reacciona con el yoduro y el acido sulfurico presente en el vino y
produce yodo (ecuacién 1):

075+ 5I+6H"= 31,+ 3H,0 ecuacion 1
El yodo producido en la reaccion de la ecuacion lreacciona a continuacion con
el didxido de azufre (ecuacion 2):
H,SO3+l,+H,0= H,SO4+ 2HI  ecuacidn 2

Para lograr resultados precisos es muy importante saber el volumen exacto de
la muestra y el volumen del valorante.
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Es necesario realizar una calibracién de la bomba, y para ello se utiliza una
solucién conocida. Al realizar el analisis de la misma, el instrumento realiza un analisis
diferencial entre el estandar y la muestra real. La capacidad volumétrica de la bomba 'y
la concentracion real del valorante son compensadas. Solo se tiene que saber con
precision el volumen de la muestra.

El equipo se suministra con un método de analisis pre-programado disefiado
para mediciones de didxido de azufre libre y total en las muestras de vino y conservas.

Cuando se afiade dioxido de azufre a las muestras, dependiendo de las
circunstancias, parte se combina inmediatamente. La relacion entre la cantidad de
didxido de azufre anadido y la cantidad que permanece libre es compleja.

Para las muestras de vino se necesitan 50 ml para medir el SO, Libre y otros 50
ml para medir el SO, Total.

Para las muestras de conservas se necesitan 50 gramos de muestra batida y se
agregan 175 ml de agua destilada y se mide el SO,Total.

4.3.4. Método oficial de referencia para la medicién del pH
en vino (Method OIV-MA-AS313-15)

Se llevd a cabo el analisis de pH en vino mediante el método de determinacion
oficial de OIV-MA-AS313-15.

El método se basa en la determinacién potenciométrica.

La medida del pH es relativa, ya que no se determina directamente la
concentracién de H’, sino que se compara el pH de una muestra con el de una
disolucién patrén de pH conocido.

4.3.5. Veracidad del método analitico alternativo

Para estudiar la veracidad de un procedimiento de medida es necesario
comparar una media de valores obtenidos con un valor convencionalmente verdadero.

Para llevar a cabo el estudio de la veracidad del método analitico alternativo
en este estudio, se han determinado diversos pardmetros siguiendo la resolucion
OENO 10/2005 (OlV, 2005).

Se han determinado los siguientes parametros:

* Precisién: se va a mirar mediante el calculo de la repetibilidad y de la
comparacion de las repetibilidades de ambos métodos segun las indicaciones
de la resolucion OENO 10/2005. La repetibilidad es la proximidad entre los
resultados de andlisis independientes entre si obtenidos con el método
considerado sobre un mismo tipo de muestra, en el mismo laboratorio, por el
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mismo operario, utilizando el mismo material y en un breve intervalo de
tiempo.

* Exactitud: es el grado de concordancia entre el resultado de una medicién y un
valor verdadero del mensurando. Para ello se ha estudiado la relacién
existente entre el valor obtenido por el método de referencia y el método
alternativo determinando la correspondiente recta de regresion.

Para el tratamiento de datos nos hemos servido de distintos programas
estadisticos tales como:

- Microsoft Office Excel 2007

- Statgraphics Centurion XVI.I
El estudio de resultados se ha llevado a cabo mediante la aplicacién de analisis

estadisticos tales como:

- ANOVA. Técnica que desarrolla un contraste de hipdtesis estadisticas que
afecta simultaneamente a los valores medios con distribuciéon normal y con
idénticas varianzas.

- Andlisis de correlacion. Mediante este analisis se pretende identificar
asociaciones entre dos grupos de variables.
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5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Siguiendo las indicaciones de la resolucién OENO 10/2005 se va a proceder al
estudio de la veracidad del método. En nuestro caso el estudio se ha realizado con 20
muestras de vino realizando los analisis por triplicado. El orden de andlisis de las

diferentes muestras se llevé a cabo de forma aleatoria, sin llevar ningun orden ni

teniendo ninguna muestra de inicio predeterminada.

Hemos calculado los valores medios de las 3 mediciones efectuadas por el

método alternativo y por el método de referencia. Se puede apreciar que el rango de
valores en los que vamos a trabajar se encuentra entre 3,73-20,40 mg/I de sulfuroso
librey de 17,92-73,67mg/| de sulfuroso total. Estos valores se encuentran dentro de la
normativa ya que esta regulado el contenido maximo permitido para los vinos secos es
de 160 mg/I para el vino tinto ,210 mg/I para el blanco y rosado por la Normativa CEE

1493/99.

Para el estudio de la veracidad, hemos determinado: la precisién mediante el
calculo de la repetibilidad y, el analisis de diferencias y regresioén lineal para el andlisis
de la exactitud.

Los resultados de los experimentos se han plasmado en dos tablas. En la tabla
5.1 encontramos los resultados del sulfuroso libre y en la tabla 5.2 los resultados del
sulfuroso total.

Tabla 5.1. Resultados del contenido de sulfuroso libre (mg/l) obtenidos por los dos

meétodos objetos de estudio en vino.

Valor |CV Valor [CV

Método medio | Mtdo.X | medio | Mtdo.Y

Muestras alternativo X Método oficial Y X Y

rep 1 rep 2 rep3 repl rep2 rep3

0,50 0,37

1 8,2 9,2 8,8 9,6 8,96 9,6 8,73 9,39
0,85 0,65

2 7,8 8,7 9,5 8,32 9,6 10,24 8,67 6,39
0,21 1,33

3 6,9 7,2 7,3 8,96 6,4 8,32 7,13 7,89
0,30 2,06

a 12,2 11,9 12,5 10,24 | 14,08 | 13,44 | 12,20 12,59
0,25 0,98

5 3,5 3,7 4 3,84 3,2 5,12 3,73 4,05
0,60 1,96

6 19,8 20,4 21 21,76 17,92 20,48 | 20,40 20,05
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0,44 0,64
7 5,7 538 6,5 6,4 704 | 576 | 6,00 6,40
0,36 0,98
8 7,5 8 8,2 8,32 9,6 7,68 | 7,90 8,53
1,42 0,98
9 12,1 12,7 148 | 1344 | 12,16 | 11,52 | 13,20 12,37
0,75 1,33
10 6,7 7,4 8,2 1024 | 832 | 768 | 743 8,75
0,49 0,98
11 9,6 10,4 10,5 16 17,28 | 15,36 | 10,17 16,21
0,42 1,51
12 7,6 7,8 7 1068 | 7,68 | 896 | 7,47 9,11
0,25 0,64
13 12 11,7 12,2 9,6 10,24 | 10,88 | 11,97 10,24
0,36 0,64
14 5,7 5,5 5 3,2 384 | 4,48 | 5,40 3,84
0,87 0,37
15 17,1 17,6 15,9 | 10,24 96 | 1024 | 16,87 10,03
0,20 0,98
16 4,4 4 4,2 5,76 4,48 | 3,84 | 4,20 4,69
0,70 0,96
17 13,3 11,9 12,5 9,6 11,52 | 10,66 | 12,57 10,59
0,21 0,64
18 6,3 6,2 59 5,12 5,76 6,4 6,13 5,76
2,59 0,71
19 15,4 11,7 10,4 8,82 96 | 10,24 | 12,50 9,55
0,59 0,98
20 11,7 10,8 10,6 898 | 1024 | 832 | 11,03 9,18
Medias | 9,69 9,28
Tabla 5.2. Resultados del contenido de sulfuroso total (mg/l) obtenidos por los dos
meétodos objetos de estudio en vino.
Muestr Valor cVv Valor cVv
as Meétodo alternativo X Método oficial Y medio | Mtdo.X | medio | Mtdo.Y
X Y
repl rep 2 rep3 repl rep2 rep3
1 363 | 367 | 378 | 352 | 3584 | 3584 | 3693 | 078 | 3563 | 037
2 39,1 36,4 403 | 37,12 | 352 | 3712 | 3860 | 200 | 3648 | L11
3 19,1 18,8 18,3 19,2 | 16,64 | 17,92 | 18,73 | 040 | 1792 | 1,28
4 40 39,5 38 3904 | 384 | 3904 | 3917 | 104 | 3883 | 037
5 31 29,4 30 26,24 | 27,52 | 30,72 | 30,13 | 08l | 2816 | 231
6 46,4 | 487 47 | 50,56 | 44,16 | 46,08 | 4737 | L19 | 4693 | 328
7 221 21,4 212 | 17,92 | 21,12 | 20,48 | 2157 | 047 | 1984 | 169
8 37 36,2 36 37,12 | 352 | 3392 | 3640 | 953 | 3541 | 161
9 28,6 28 279 | 29,44 | 2624 | 26,24 | 2817 | 938 | 2731 | L8
10 21,5 20,4 21 2048 | 22,4 | 19,84 | 2097 | 955 | 2091 | 133
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11 78 73 70 64 | 69,12 | 6656 | 7367 | 494 | 6656 | 296
12 30 26 25 | 2368 | 21,12 | 21,12 | 27,00 | 265 | 2197 | 148
13 51 48 46 38,4 | 4352 | 46,08 | 4833 | 252 | az267 | 391
14 23,2 26,3 25 | 26,88 | 29,44 | 31,36 | 2483 | 1°6 | 2923 | 225
15 66 58 56 | 5824 | 5696 | 56,32 | 60,00 | 229 | 57,17 | 098
16 22,7 24,3 23 | 2496 | 2496 | 22,4 | 2333 | 085 | 2211 | 148
17 53 50 48 | 40,32 | 46,72 | 448 | 5033 | 2°2 | 4395 | 3,28
18 56 58 52 | 42,88 | 46,72 | 48 5533 | 306 | 4587 | 2,66
19 62 59 57 | 49,92 | 52,48 | 53554 | 59,33 | 252 | 5198 | 186
20 42,7 43,1 432 | 39,72 | 4544 | 42,24 | 43,00 | 926 | 4247 | 287
Medias | 39,16 36,67

5.1.1. Estudio de la veracidad para el conjunto de muestras
de vino

Estudio de la precision

La precisidn se va a determinar mediante el cdlculo de la repetibilidad y de la
comparacion de las repetibilidades de ambos métodos segun las indicaciones de la
resoluciéon OENO 10/2005.

La repetibilidad es la proximidad entre los resultados de analisis independientes
entre si obtenidos con el método considerado sobre un mismo tipo de muestra, en el
mismo laboratorio, por el mismo operario, utilizando el mismo material y en un breve
intervalo de tiempo.

El valor de la repetibilidad r es el valor por debajo del cual se puede estimar
que se situa la diferencia absoluta entre dos resultados de un andlisis Unico, obtenido
en las condiciones de repetibilidad definidas anteriormente, y con un nivel de
confianza del 95%.

La férmula utilizada para el calculo de la repetibilidad es la siguiente:

r=2,8 Sr

Siendo Sr la desviacidn estandar de los resultados, que calcularemos aplicando
la siguiente féormula:
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n pi ;)

ZZ fij“Mx'
S,:m: i=] j_l(N_n 1)

Xij= media de las tres repeticiones de cada muestra
Mxi= media de todas las muestras

N= Numero total de repeticiones

n= NUmero total de muestras

Por otro lado para estimar el rendimiento de un método, es util comparar su

repetibilidad con la de un método de referencia. Para ello es necesario aplicar un test
de Ficher-Snedecor para saber si el valor hallado para el método alternativo es
significativamente superior al del método de referencia.

Fisher.

Para ello se calcula la relacion:

2
F:)bs =—S"a[t 3
Srref

La Fops Se compara con el valor de la F correspondiente de la distribucién F de
La interpretacion del test es la siguiente:

Si el valor obtenido de Fqs es inferior al valor de Fy.o, no se puede afirmar que
el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia.

Si el valor obtenido de Fs es superior al valor de F1.o, se puede afirmar que el
valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente superior
al del método de referencia.

A continuacién en la tabla 5.3 mostramos los datos para el calculo de la

repetibilidad del andlisis del sulfuroso libre en las muestras de vino:

Tabla 5.3 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso libre en las

muestras de vino.

Muestra Mx (X-Mx)? My (Y-My)?
1 8,73 0,91 9,39 0,01
2 8,67 1,04 6,39 8,38
3 7,13 6,51 7,89 1,93
4 12,20 6,33 12,59 10,93
5 3,73 35,42 4,05 27,33
6 20,40 114,81 20,05 116,04
7 6,00 13,58 6,40 8,30
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7,90 3,19 8,53 0,56
9 13,20 12,36 12,37 9,56
10 7,43 5,07 8,75 0,29
11 10,17 0,23 16,21 48,06
12 7,47 4,92 9,11 0,03
13 11,97 5,21 10,24 0,92
14 5,40 18,36 3,84 29,60
15 16,87 51,58 10,03 0,56
16 4,20 30,09 4,69 21,05
17 12,57 8,30 10,59 1,72
18 6,13 12,61 5,76 12,40
19 12,50 7,92 9,55 0,07
20 11,03 1,82 9,18 0,01
Srx SrY Srx? Sry? rX ry Fobs
2,92 2,73 8,51 7,44 8,14 7,61 1,14

SrX= desviacion estandar método alternativo
SrY=desviacidn estandar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo
rY=repetibilidad método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= Numero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 8,14 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 7,61mg/I en el método oficial en el andlisis del
sulfuroso libre de los vinos.

FobsS Fl—a
1,14<2,12

Ademads como el valor de F,ps obtenido es inferior al valor Fi.,, no se puede
afirmar que el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia. Se puede afirmar asi que la repetibilidad del
método alternativo es buena puesto que no hay diferencias siginificativas. Si que es
ligeramente mayor pero es comparable. Por tanto es positivo porque el método
utilizado es bueno.

A continuacion en la tabla 5.4 encontramos los datos para el cdlculo de la
repetibilidad del analisis del sulfuroso total en las muestras de vino:
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Tabla 5.4 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino.

Muestra Mx (X-Mx)? My (Y-My)?
1 36,93 4,96 35,63 1,09
2 38,60 0,31 36,48 0,04
3 18,73 417,25 17,92 351,53
4 39,17 0,00 38,83 4,66
S 30,13 81,48 28,16 72,40
6 47,37 67,35 46,93 105,36
7 21,57 309,53 19,84 283,22
8 36,40 7,62 35,41 1,58
9 28,17 120,85 27,31 87,65
10 20,97 331,00 20,91 248,45
11 73,67 1190,71 66,56 893,47
12 27,00 147,87 21,97 215,96
13 48,33 84,15 42,67 35,97
14 24,83 205,25 29,23 55,39
15 60,00 434,31 57,17 420,43
16 23,33 250,48 24,11 157,81
17 50,33 124,84 43,95 52,96
18 55,33 261,58 45,87 84,60
19 59,33 406,96 51,98 234,43
20 43,00 14,75 42,47 33,61

Srx SrY Srx?® Sry? rX ry Fobs
10,56 9,14 111,53 83,51 29,56 25,58 1,34

SrX= desviacién estdndar método alternativo
SrY=desviacidn estandar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo
rY=repetibilidad método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= Numero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 29,56mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 25,28 mg/l en el método oficial en el analisis
del sulfuroso total de los vinos.

FobsS Fl—a
1,34<2,124

Ademads como el valor de F,ps obtenido es inferior al valor Fi.,, no se puede
afirmar que el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia. Esto significa que aunque la repetibilidad del
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método alternativo es ligeramente superior es una repetibilidad buena puesto que no
hay diferencias siginificativas.

Estudio de la exactitud

Se comparan los resultados obtenidos con el método analitico que se quiere
validar con los obtenidos con un método de referencia, cuya exactitud estd bien
determinada o definida.

El protocolo a utilizar lo llevamos a cabo basandonos en las indicaciones de la
resolucion OENO 10/2005. Para ello nos servimos de un estudio de regresion.
Tomamos como variable independiente (x) los valores obtenidos para el método de
referencia y como variable dependiente (y) los valores obtenidos por el método
alternativo. A continuacidn se pueden observar los resultados obtenidos con el vino:

En cuanto al diéxido de azufre libre la recta de regresidon que obtenemos tiene
los valores siguientes:

Y=1,51721 + 0,880102 X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,823013

En la figura 5.1 podemos observar la distribucién de los datos alrededor de la
recta de regresion y ver la dispersion.

Ademas, el coeficiente de correlacion (r) es inferior a 0,975 .Esto puede ser
debido a que existan diferencias de especificidad entre los procedimientos de medida
comparados. Seria recomendable realizar un nuevo estudio ampliando el nimero de
muestras.

Gréfico del Modelo Ajustado
M.Alternativo Tinto/Blanco Libre = 1,51721 + 0,8801 02*M. Oficial Tinto/Blanco Libre
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Figura 5.1: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso libre en vino.
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Para determinar la posible existencia de errores sistematicos, procedemos al
calculo de los intervalos de confianza de la pendiente y del término independiente:

- Para b (pendiente): b+t*Sb donde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

b + t* Sb = 0,880102 + 2,1009 * 0,143171
(0,579702; 1,18088)

- Para a (termino independiente): att*Sa donde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

att*Sa=1,51721+2,1009 * 1,43894
(-1,505859; 4,54027)

Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1,
podemos decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional
a la cantidad de sulfuroso libre.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor 0, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico por
exceso como por defecto. Sin embargo, el bajo valor del coeficiente de correlacién
hace que sea necesario tomarse este resultado con reserva.

En cuanto al didxido de azufre total, la recta de regresidon que obtenemos tiene
los valores siguientes:

Y = -0,700662 + 1,0581 X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,985405

Podemos apreciar en este caso la existencia de una relacion lineal entre
ambos procedimientos a lo largo de todo el intervalo de medida. En la figura 5.2
podemos observar la distribuciéon de los datos alrededor de la recta de regresién y
observar que no existe una importante dispersion de los puntos.

Ademas, el coeficiente de correlacion (r) es superior a 0,975 y por tanto esto

significa que para la determinacidn de didxido de azufre total no aparece diferencia de
especificidad entre los métodos.
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Gréfico del Modelo Ajustado
M. Alternativo Tinto/Blanco Total = -0,700662 + 1,05 81*M. Oficial Tinto/Blanco Total
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Figura 5.2: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso total en vino

En base a los resultados obtenidos, consideramos que existe una buena
correlacién lineal, y procedemos a analizar los intervalos de confianza del 95% de los
valores de la pendiente y de la ordenada en el origen en este caso.

Procedemos al célculo de los intervalos de confianza de la pendiente y del
término independiente:

- Para b (pendiente): b*t*Sb donde t es tstudent (a = 0,05/2; gl = n-2)

b +t* Sb = 1,0581 + 2,1009 * 0,0430824
(0,0967588; 1,148612)

- Para a (termino independiente): att*Sa donde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

att*Sa=-0,70062 +2,1009 * 1,68668
(-4,244208; 2,842884)
Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacion.

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1,
podemos decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error
proporcional a la cantidad de sulfuroso total.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor 0, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico
por exceso como por defecto.
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Para poder confirmar con mas claridad si existen o no errores sistematicos y
complementar asi la regresion hemos realizado un analisis de diferencias
complementando a la regresion.

Para la realizaciéon del andlisis es necesario determinar los siguientes
parametros:

- Calculo de las diferencias (D;)entre el resultado obtenido con el procedimiento
evaluado (x;) y el resultado con el procedimiento de comparacién (y;):

Di= yi-Xi

- Cdlculo del promedio de cada pareja de resultados:
(yitxi)/2

- Calcular las diferencias relativas porcentuales (DR;) entre el resultado obtenido
con el procedimiento evaluado y el resultado con el procedimiento de
comparacion, respecto del valor promedio.

DR;= 100* y;-xi/ (yi+xi)/2

Se representan en graficas las diferencias (D; o DRj frente al promedio de
ambos valores. La diferencia entre los resultados de los dos procedimientos puede ser
descrita mediante el valor de la media de las diferencias (D, o0 DR) y el de la
desviacion estandar de la media (Sp 0 SDR)Z.

El intervalo de confianza del 95% de la media sera:
- Paralas diferencias absolutas: Dy 2x Sp
- Paralas diferencias relativas: DRyt 2X Spr

Si el intervalo de confianza del 95% de la media incluye el valor cero, se puede
afirmar que no existen diferencias significativas entre los resultados de los
procedimientos de medida. En caso de que exista una diferencia sistemdtica constante
entre los resultados de los procedimientos de medida, el intervalo de confianza del 95
% de la media de las diferencias absolutas no incluye el valor cero.

Cuando los resultados con uno de los procedimientos de medida muestran diferencias
sistematicas de tipo proporcional respecto al otro, el intervalo de confianza del 95% de
la media de las diferencias relativas porcentuales no incluye el valor cero.

A continuacion en la tabla 5.5, encontramos los datos para el andlisis de
diferencias del sulfuroso libre en las muestras de vino:
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Tabla 5.5: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso libre en las
muestras de vino.

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 0,65 9,06 7,21
2 -2,28 7,53 -30,29
3 0,76 7,51 10,12
4 0,39 12,39 3,12
5 0,32 3,89 8,22
6 -0,35 20,23 -1,71
7 0,4 6,2 6,45
8 0,63 8,22 7,71
9 -0,83 12,79 -6,47
10 1,31 8,09 16,23
11 6,05 13,19 45,84
12 1,64 8,29 19,79
13 -1,73 11,10 -15,55
14 -1,56 4,62 -33,77
15 -6,84 13,45 -50,87
16 0,49 4,45 11,09
17 -1,97 11,58 -17,04
18 -0,37 5,95 -6,28
19 -2,95 11,03 -26,72
20 -1,85 10,11 -18,34
Suma -0,40 -3,56
Dn DR, Sp Spr
-0,40 -3,56 2,45 22,09
Diferencias absolutas
8,00
6,00 =
41,00
2,00
’ &
Z 0,00 » : oo * o ,
.5 10 ¢ 20 55 ®Seriesl
2,00 s o
L 4
-4,00
6,00
\ 2
-8,00
Yi+Xif2

Figura 5.3: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso libre en vino
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- Valor medio de las diferencias (D)= -0,40
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 2,45
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-5,29;4,09)
Podemos concluir que no hay un error sistematico constante significativo
porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias no incluye el valor
cero.

Diferencias relativas porcentuales
60,00
40,00 d
20,00 '
— o o %o
g 0,00 ® L 2 -
) 5® 10 ® 15 20 )5 #seriesl
20,00 0?
o ¢
-40,00
TS
-60,00
Yi+Xi/f2

Figura 5.4: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso libre en
vino

- Valor medio de las diferencias (DRm)= -3,56
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 22,09
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-25,65; 18,52)

Podemos concluir que no hay un error sistematico proporcional significativo
porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye el valor
cero.

A continuacion en la tabla 5.6, encontramos los datos para el andlisis de
diferencias del sulfuroso total en las muestras de vino:

Tabla 5.6: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino.

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 -1,31 36,28 -3,60
2 -2,12 37,54 -5,65
3 -0,81 18,33 -4,44
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4 -0,34 39,00 -0,87
5 -1,97 29,15 -6,77
6 -0,43 47,15 -0,92
7 -1,73 20,70 -8,34
8 -0,99 35,91 -2,75
9 -0,86 27,74 -3,10
10 -0,06 20,94 -0,29
11 7,11 70,11 -10,14
12 -5,03 24,49 -20,53
13 -5,67 45,50 12,45
14 4,39 27,03 16,25
15 -2,83 58,59 -4,82
16 0,77 23,72 3,26
17 -6,39 47,14 -13,55
18 -9,47 50,60 -18,71
19 -7,35 55,66 -13,21
20 -0,53 42,73 -1,25
Suma -2,491 -5,59
Dp, DRy, Sp Spr
-2,49 -5,59 3,34 8,14
Diferencias absolutas
6,00
4,00 @
2,00
L 4
0,00 < o oo
_ 2,00 L S T 80
e -4,00 @ Series1
L 4
6,00 *
-8,00 * ¢
-10,00 *
12,00
Yi+Xi/2

Figura 5.5: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso total en vino.

- Valor medio de las diferencias (D)= -2,49
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 3,34
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-9,17;4,19)
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Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Diferencias relativas porcentuales

20,00
15,00 2
10,00

5,00

0,00 L 4 N “’ @
-5,00 €0 ° Al 0 80 @ Series1

110,00 . .
115,00 o

120,00 * 2

25,00

DRi

Yi+Xi/2

Figura 5.6: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso total en
vino

- Valor medio de las diferencias (DR )= -5,59
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 8,14
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-21,87-10,69)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Una vez analizadas la precision mediante la repetibilidad y la ver la correlacién
entre ambos métodos mediante la regresiéon y el analisis de diferencias, del conjunto
de muestras de vino, podemos considerar la no existencia de errores sistematicos.
Estos errores sistematicos para poder considerarlos deben ser siginificativos tanto en
el andlisis de las diferencias como en la regresién lineal. Ademds, hemos podido
comprobar que existen diferencias de especificidad entre ambos procedimientos en el
analisis del didxido de azufre libre y que esto puede ser debido a un posible efecto
matriz de la muestras del vino blanco sobre uno de los procedimientos comparados.
Por ello hemos creido conveniente realizar el analisis separando las muestras. Por un
lado, analizaremos el vino blanco y por el otro lado el vino tinto.
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5.1.2. Estudio de la veracidad para muestras de vino blanco

Estudio de la precisidon

A continuacion en la tabla 5.7 encontramos los datos para el cdlculo de la repetibilidad
del andlisis del sulfuroso libre en las muestras de vino blanco:

Tabla 5.7 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso libre en las
muestras de vino blanco.

Muestra Mx (X-Mx)* My (Y-My)?

1 10,17 0,11 16,21 53,18

2 7,47 5,59 9,11 0,03

3 11,97 4,57 10,24 1,74

4 5,40 19,62 3,84 25,81

5 16,87 49,51 10,03 1,22

6 4,20 31,70 4,69 17,87

7 12,57 7,49 10,59 2,80

8 6,13 13,67 5,76 9,99

9 12,50 7,13 9,55 0,40

10 11,03 1,45 9,18 0,07
SrX Sry Srx?2 Sry? rX ry Fobs
2,65 2,38 7,04 5,66 7,42 6,63 1,24

SrX= desviacion estandar método alternativo
SrY=desviacién estdndar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo

rY= repetibilida método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= NUmero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 7,42 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 6,63 mg/l en el método oficial en el andlisis
del sulfuroso libre de los vinos blancos.

Fobs < Fl—a
1,24<2,978

Ademas como el valor de Fq,s obtenido es inferior al valor Fi4 no se puede
afirmar que el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia. Esto significa que la repetibilidad del método
alternativo es buena puesto que no hay diferencias siginificativas. Si que es
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ligeramente mayor pero es comparable. Por tanto es positivo porque el método
utilizado es bueno.

A continuacion en la tabla 5.8 encontramos los datos para el cédlculo de la

repetibilidad del andlisis del sulfuroso total en las muestras de vino blanco:

Tabla 5.8 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino blanco.

Muestra MX (X-Mx)* MY (Y-My)?
1 73,67 737,12 66,56 574,24
2 27,00 380,90 21,97 425,32
3 48,33 3,30 42,67 0,00
4 24,83 470,17 29,23 178,76
5 60,00 181,80 57,17 212,48
6 23,33 537,47 24,11 341,88
7 50,33 14,57 43,95 1,82
8 55,33 77,73 45,87 10,69
9 59,33 164,27 51,98 88,05
10 43,00 12,37 42,47 0,02
Srx Sry Srx? Sry? rX ry Fobs
11,36 9,57 128,98 91,66 31,80 26,79 1,41

SrX= desviacién estdndar método alternativo
SrY=desviacién estdndar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo

rY= repetibilida método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= NUmero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 31,80 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 26,79 mg/|l en el método oficial en el analisis
del sulfuroso total de los vinos blancos.

Fobs < Fl—a
1,41<2,978

Ademas como el valor de Fq,s obtenido es inferior al valor Fi4 no se puede
afirmar que el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia. Esto significa que la repetibilidad del método
alternativo es buena puesto que no hay diferencias significativas. Aunque la
repetibilidad del método alternativo es ligeramente superior es una repetibilidad
buenay el por tanto el método utilizado es bueno.
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Estudio de la exactitud

En cuanto al sulfuroso libre, la recta de regresién que obtenemos tiene los
valores siguientes:

Y =3,738 +0,683071 X (a=0,05; p=0,0601)
Coeficiente de Correlaciéon = 0,611936

Podemos apreciar en este caso la no existencia de una relacién lineal entre
ambos procedimientos. En la figura 5.7 podemos observar la distribucion de los datos
de forma dispersa alrededor de la recta de regresion.

Ademas, el coeficiente de correlacion es inferior a 0,975.Esto puede ser debido
a que existan diferencias de especificidad entre los procedimientos de medida
comparados. Ademas, seria recomendable realizar un nuevo estudio ampliando el
numero de muestras.

Gréfico del Modelo Ajustado
M.Alternativo Blanco Libre = 3,738 + 0,683071*M. Of icial Blanco Libre
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M. Oficial Blanco Libre

Figura 5.7: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso libre en vino blanco

La dispersidon de los puntos alrededor de la recta es superior a la que cabria
esperar -. Por tanto, podemos decir que no existe una buena correlacién lineal ya para
poder analizar las causas vamos a calcular los intervalos de confianza de la pendiente y
del término independiente.

- Para b (pendiente): b + t*Sb donde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

b+t*S,=0,683071 % 2,3060 * 0,31213
(-0,036; 1,402)
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- Para a (termino independiente): a + t*Sa donde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

a*t*S,=3,738+2,3060 * 2,97553
(-3,124; 10,599)

Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1,
podemos decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error
proporcional a la cantidad de sulfuroso libre.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor 0, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico
por exceso como por defecto. Sin embargo, el bajo valor del coeficiente de
correlacién hace que sea necesario tomarse este resultado con reserva.

En cuanto al sulfuroso total, la recta de regresion que obtenemos tiene los
valores siguientes:

Y =-2,82121 + 1,15818X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,976255

Podemos apreciar en este caso la existencia de una relacién lineal entre ambos
procedimientos. En la figura 5.8 podemos observar la distribucién adecuada de los
valores alrededor de la recta de regresion.

Ademas, el coeficiente de correlacidn es igual a 0,975 y esto significa que para
la determinacién de didxido de azufre total no existen diferencias de especificidad
entre los métodos y por tanto en las determinaciones.

Gréfico del Mo delo Ajustado
Método Alternativo total Blanco =  -2,82121 + 1,15818*Método oficial Total Blanco

g3 [T
735— ‘
6 F 3
532— -
s | ]

33 F 3

23 28 4 P TP TSP TSP
21 31 41 51 61 71
Método oficial Total Blanco

Figura 5.8: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso total en vino blanco
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En base a los resultados del estudio de veracidad consideramos que los
resultados obtenidos por el método alternativo son comparables con los obtenidos por
el método de referencia.

Examinamos los intervalos de confianza del 95% de los valores de la pendiente y de
la ordenada en el origen:

- Para b (pendiente): b + t*Sb donde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

b +t* S, =1,15818 + 2,3060 * 0,09086
(0,94866; 1,3677)

- Para a (termino independiente): a + t*Sadonde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

axt*S,=-2,8212 +2,3060 * 4,0612
(-12,186; 6,544)

Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacion.

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, podemos
decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional a la
cantidad de sulfuroso total.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor O, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico por
exceso como por defecto.

Para poder confirmar la existencia o no de errores sistematicos y
complementar la regresion hemos realizado un analisis de diferencias.

A continuacion en la tabla 5.9, encontramos los datos para el andlisis de
diferencias del sulfuroso libre en las muestras de vino blanco:

Tabla 5.9: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso libre en las
muestras de vino blanco

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 6,05 13,19 45,84
2 1,64 8,29 19,79
3 -1,73 11,10 -15,55
4 -1,56 4,62 -33,77
5 -6,84 13,45 -50,87
6 0,49 4,45 11,09
7 -1,97 11,58 -17,04
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8 -0,37 5,95 -6,28
9 -2,95 11,03 -26,72
10 -1,85 10,11 -18,34
Suma -0,91 -9,18
Dm DRm SD SDR
-0,91 -9,18 3,33 28,13
Diferencias absolutas
10,00
5,00 ¢
¢
& 0,00 e o |
05 m:. 15 4 Seriesl
5,00
&
-10,00
Yi+Xif2

Figura 5.9: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso libre en vino blanco

- Valor medio de las diferencias (Dy,)=-0,91
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 3,33
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-7,63;5,81)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante

significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.
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Diferencias relativas porcentuales
60,00
40,00 ¢
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Figura 5.10: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso libre en
vino blanco

- Valor medio de las diferencias (DRm)=-9,18
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 28,13
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-65,44;47,08)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

A continuacién en la tabla 5.10, encontramos los datos para el analisis de
diferencias del sulfuroso total en las muestras de vino:

Tabla 5.10: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino blanco.

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 -7,11 70,11 -10,14
2 -5,03 24,49 -20,53
3 -5,67 45,50 -12,45
4 4,39 27,03 16,25
5 -2,83 58,59 -4,82
6 0,77 23,72 3,26
7 -6,39 47,14 -13,55
8 -9,47 50,60 -18,71
9 -7,35 55,66 -13,21
10 -0,53 42,73 -1,25
Suma -3,92 -7,51
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-3,92 -7,51 4,31 11,17

Diferencias absolutas
10,00
5,00 ¢
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Figura 5.11: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso total en vino blanco

- Valor medio de las diferencias (Dyn)=-3,92
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 4,31
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-12,52;4,68)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante

significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.
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DRi

Diferencias relativas porcentuales
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Figura 5.12: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso total en
vino blanco

- Valor medio de las diferencias (DRm)=-7,51
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 11,17
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-26,24;18,4)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye

el valor cero.

5.1.3.

Estudio de la precision

Estudio de |la veracidad para muestras de vino tinto

A continuacion en la tabla

encontramos los datos para el calculo de la

repetibilidad del analisis del sulfuroso libre en las muestras de vino tinto:

Tabla 5.11 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso libre en las
muestras de vino tinto.

Muestra Mx (X-Mx) 2 My (Y-My)?
1 8,73 0,65 9,39 0,06
2 8,67 0,76 6,39 10,59
3 7,13 5,79 7,89 3,06
4 12,20 7,08 12,59 8,67
5 3,73 33,72 4,05 31,23
6 20,40 117,94 20,05 108,41
7 6,00 12,53 6,40 10,51
8 7,90 2,69 8,53 1,23
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9 13,20 13,40 12,37 7,46
10 7,43 4,44 8,75 0,80

Srx SrY Srx? Sry? rX ry Fops

3,15 3,02 9,95 9,10 8,82 8,42 0,91

SrX= desviacion estandar método alternativo
SrY=desviacién estdndar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo

rY= repetibilida método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= NUmero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 8,82 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 8,42 mg/l en el método oficial en el andlisis
del sulfuroso libre de los vinos tintos.

Fobs < Fl—a
0,91<2,978

Ademas como el valor de Fq,s obtenido es inferior al valor Fi4 no se puede
afirmar que el valor de la repetibilidad del método alternativo sea significativamente
superior al del método de referencia. Es una repetibilidad buena y por tanto es
comparable a la del método de referencia.

A continuacién en la tabla 5.12 encontramos los datos para el cdlculo de la
repetibilidad del andlisis del sulfuroso total en las muestras de vino tinto:

Tabla 5.12 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino tinto.

Muestra Mx (X-Mx) 2 My (Y-My)?
1 36,93 26,32 35,63 23,87
2 38,60 46,19 36,48 32,93
3 18,73 170,82 17,92 164,39
4 39,17 54,22 38,83 65,37
5 30,13 2,79 28,16 6,66
6 47,37 242,22 46,93 262,18
7 21,57 104,79 19,84 118,84
8 36,40 21,13 35,41 21,83
9 28,17 13,23 27,31 11,80
10 20,97 117,43 20,91 96,72
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Srx SrY Srx? Sry? rxX ry Fobs
6,32 6,34 39,96 40,23 17,69 17,75 1,01

SrX= desviacién estandar método alternativo
SrY=desviacidn estandar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo
rY=repetibilida método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= Numero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendrdn una repetibilidad inferior a 17,69 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 17,75 mg/l en el método oficial en el analisis
del sulfuroso libre de los vinos tintos.

Fobs < Fl—a
1,012,978

Ademads como el valor de Fq,s obtenido es inferior al valor F1.4 - No se puede
afirmar que haya diferencias significativas entre las repetibilidades - aunque la
repetibilidad del método alternativo es ligeramente menor que la repetibilidad del
método oficial.

Estudio de la exactitud

En cuanto al didxido de azufre libre, la recta de regresion que obtenemos tiene
los valores siguientes:

Y = -0,303519 + 1,0209X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,976121

Podemos apreciar en este caso la existencia de una relacién lineal entre ambos
procedimientos. En la figura 5.13 podemos observar la distribucion adecuada de los

valores alrededor de la recta de regresion.

Ademas, el coeficiente de correlacién es superior a 0,975 y esto significa que
no existen diferencias de especificidad entre los métodos.
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Gréfico del Modelo Ajustado
Método Alternativo libre TINTO = -0,303519 + 1,0209 *Método oficial libre Tinto
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Figura 5.13: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso libre en vino tinto

En base a los resultados del estudio de veracidad consideramos que los
resultados obtenidos por el método alternativo son comparables con los obtenidos por
el método de referencia.

Examinamos los intervalos de confianza del 95% de los valores de la pendiente
y de la ordenada en el origen:

- Para b (pendiente): b + t*Sb donde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

b+t*S,=1,0209 £ 2,3060 * 0,08032
(0,8357; 1,2061)

- Para a (termino independiente): a + t*Sadonde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

att*S,=-0,3035+2,3060 * 0,846835
(-2,2553; 1,6493)
Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- -Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacién

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, podemos
decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional a la
cantidad de sulfuroso libre.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor O, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico por
exceso como por defecto.

En cuanto al didxido de azufre total, la recta de regresidn que obtenemos tiene
los valores siguientes:
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Y= 1,24778 + 0,993957X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,9972

Podemos apreciar en este caso la existencia de una relacién lineal entre ambos
procedimientos. En la figura 5.14 podemos observar la distribucidon adecuada de los
valores alrededor de la recta de regresion.

Ademas, el coeficiente de correlacidn es superior a 0,975 y esto significa que no
hay diferencia en cuanto a la especificidad de los métodos comparados.

Gréfico del Modelo Ajustado
Método Alternativo total TINTO = 1,24778 + 0,993957 *Método oficial Total Tinto
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Figura 5.14: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso total en vino tinto

En base a los resultados del estudio de veracidad consideramos que los
resultados obtenidos por el método alternativo son comparables con los obtenidos por
el método de referencia.

Examinamos los intervalos de confianza del 95% de los valores de la pendiente y de
la ordenada en el origen:

- Para b (pendiente): b + t*Spdonde t es tstudent (o = 0,05/2 ; gl = n-2)

b +t* S, = 0,9939 + 2,3060 * 0,0262
(0,93348; 1,05432)

- Para a (termino independiente): a + t*Sadonde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

axt*S,=-1,2477 £ 2,3060 * 0,8410
(-0,6916; 3,187)

Mediante los resultados obtenidos determinamos que:
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- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacién.

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, podemos
decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional a la
cantidad de sulfuroso total.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor 0, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistemdtico por
exceso como por defecto.

Para poder confirmar la existencia o no de errores sistematicos y
complementar la regresion hemos realizado un analisis de diferencias.

A continuacién en la tabla 5.13, encontramos los datos para el analisis de
diferencias del sulfuroso libre en las muestras de vino tinto:

Tabla 5.13: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso libre en las
muestras de vino tinto

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 0,65 9,06 7,21
2 -2,28 7,53 -30,29

3 0,76 7,51 10,12

4 0,39 12,39 3,12

5 0,32 3,89 8,22

6 -0,35 20,23 -1,71

7 0,40 6,20 6,45

8 0,63 8,22 7,71

9 -0,83 12,79 -6,47
10 1,31 8,09 16,23
Suma 0,10 2,06
Dp, DR, Sp Sor
0,10 2,06 1,02 12,98
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Diferencias absolutas
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Figura 5.15: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso libre en vino tinto

- Valor medio de las diferencias (D)= 0,10
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 1,02
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-1,95;2,148)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Diferencias relativas porcentuales
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Figura 5.16: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso libre en
vino tinto

- Valor medio de las diferencias (DRm)= 2,06

- Desviacién estandar de la media (Spr)= 12,98

- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-23,94;28,01)
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Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

A continuacién en la tabla 5.14, encontramos los datos para el analisis de
diferencias del sulfuroso libre en las muestras de vino tinto:

Tabla 5.14: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso total en las
muestras de vino tinto

Muestra Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 -1,31 36,28 -3,60

2 -2,12 37,54 -5,65

3 -0,81 18,33 -4,44

4 -0,34 39,00 -0,87

5 -1,97 29,15 -6,77

6 -0,43 47,15 -0,92

7 -1,73 20,70 -8,34

8 -0,99 35,91 -2,75

9 -0,86 27,74 -3,10
10 -0,06 20,94 -0,29
Suma -1,06 -3,67
Dm DRm So Sor
-1,06 -3,67 0,71 2,67
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Figura 5.17: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso total en vino tinto

- Valor medio de las diferencias (Dn,)=-1,06
- Desviacién estandar de la media (Sp)=0,71
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-2,46;0,34)
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Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Diferencias relativas porcentuales
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Figura 5.18: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso total en
vino tinto
- Valor medio de las diferencias (DRm)= -3,67
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 2,67
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-9,01;1,67)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional -
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Debido a que el equipo Hi 84500 estd disefiado para el andlisis de vinos,
previamente al estudio de la veracidad, se ha realizado un estudio de la posible
influencia de la preparacion de la muestra en los resultados obtenidos con el método
alternativo.

La preparacion de la muestra en el método de referencia lleva la adicidon de
etanol al 5% y hemos querido comprobar si esta adicidn interfiere en el resultado final.
Ademas, como las muestras vegetales son menos homogéneas que las muestras de
vino, también hemos querido comprobar si una filtracién previa podria influir.
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Por tanto, y con el fin de estudiar la influencia de la presencia de etanol y del filtrado
previo de las muestras de conservas, se ha llevado a cabo un analisis de la varianza
(ANOVA) sobre los datos correspondientes a las determinaciones de diéxido de azufre
total. Dichas determinaciones se realizaron por triplicado.

El resultado de la interaccion entre variables fue el que se muestra a
continuacion, por un lado en la tabla 5.15 las muestras de encurtidos y por otro lado
en la tabla 5.16 las muestras de legumbres:

Tabla 5.15: ANOVA realizado para el contenido en didxido de azufre total (media *
desviacion estandar; mg/l) en muestras de encurtidos

Variables Filtrada Sin Filtrar
Sin Etanol 39,66+0,81% 41+0,81°*
Con etanol 39,66+0,81% 40,66+0,81 %"

Las letras minusculas iguales indican la no existencia de diferencias significativas (a=0,05) entre
columnas. Las letras mayusculas indican la no existencia de diferencias significativas (a=0,05) entre filas.

Segun los resultados obtenidos podemos observar en el caso de las muestras
de encurtidos que para a=0,05 no existen diferencias significativas entre filtrar o no
filtrar la muestra antes de realizar el analisis (p=0,1909) y que ademads, no existen
diferencias significativas entre usar etanol o no usar (p=0,8434).

Tabla 5.16: ANOVA realizado para el contenido en didxido de azufre total (media +
desviacién estandar; mg/l) en muestras de legumbres.

Variables Filtrada Sin Filtrar
Sin Etanol 40,610,92 ** 43,33+0,92
Con etanol 43,33+0,92 an 42,66+0,92 an

Las letras minusculas iguales indican la no existencia de diferencias significativas (a=0,05) entre
columnas. Las letras mayusculas indican la no existencia de diferencias significativas (a=0,05) entre filas.

Segun los resultados obtenidos podemos observar en el caso de las legumbres,
gue para a=0,05 no existen diferencias significativas entre filtrar o no filtrar (p=0,6047)
la muestra antes de realizar la determinacion y que no existen diferencias significativas
entre usar etanol o no usar (p=0,1447). En este caso tampoco existe interaccidén entre
las variables (p=0,2441).

Debido a que no hay diferencias en las diferentes variables estudiadas a la hora
de preparar la muestra, hemos elegido la opcion de sin filtrar y con etanol ya que es la
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preparacion de la muestra indicada por el método oficial. De esta manera no se

introducen mas variables en el método de analisis.

Hemos calculado los valores medios de las 3 mediciones efectuadas por el
método alternativo y por el método de referencia. Se puede apreciar que el rango de
valores en los que vamos a trabajar se encuentra entre de 32,33-44,58 mg/I
sulfuroso total correspondiente a las conservas vegetales de encurtidos y legumbres

que se encuentra dentro del rango permitido (50 mg/I

N21333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo).
Para el estudio de la veracidad, hemos determinado: la precisién mediante el
calculo de la repetibilidad y, el andlisis de diferencias y regresion lineal para el andlisis
de la exactitud.
Los resultados de los experimentos se han plasmado en dos tablas. En la tabla
5.17 los resultados del sulfuroso total en encurtidos y en las tablas 5.18 el sulfuroso

total de legumbres

de

por el Reglamento CE

Tabla 5.17 Resultados del contenido de sulfuroso total (mg/l) obtenidos por los dos

métodos objetos de estudio en encurtidos.

Método Valor |CV Valor ([CV
Alternativo X Método medio | Mtdo. X |medio |Mtdo.
Muestras oficial Y X Y Y
repl rep 2 rep3 repl rep2 rep3
2,52 1,48
1 43 40 38 35,2 37,76 35,2 40,33 36,05
1,53 1,96
2 42 45 44 42,24 44,8 46,08 | 43,66 44,37
2,08 0,98
3 46 42 43 43,52 | 45,44 44,8 | 43,66 44,58
3,21 1,92
4 36 37 42 35,2 37,12 39,04 | 38,33 37,12
1,53 0,64
5 35 37 34 36,48 37,76 37,12 | 35,33 37,12
0,58 0,37
6 37 38 37 38,4 39,04 38,4 37,33 38,61
Medias | 39,77 39,64
Tabla 5.18. Resultados del contenido de sulfuroso total (mg/l) obtenidos por los dos
meétodos objetos de estudio en lequmbres.
Método  Alternativo X Valor |CV Valor cv
Muestras Método oficial Y medio X | Mtdo. X | medio Y | Mtdo. Y
rep1 rep 2 rep3 rep 1 rep2 rep3
1,00 2,25
1 40 41 39 39,04 41,6 37,12 40 39,25
1,53 1,61
2 41 44 43 41,6 42,88 44,8 42,66 43,09
2,52 1,28
3 30 32 35 32 34,56 33,28 32,33 33,28
1,53 0,98
4 38 37 40 38,4 40,32 39,68 38,33 39,46
1,53 1,61
5 43 41 44 41,6 43,52 44,8 42,66 43,3
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1,53 1,61
6 35 38 36 35,2 32 33,92 | 36,33 33,7
Medias 38,71 38,68
5.2.1. Estudio de la veracidad para encurtidos

Estudio de la precision

A continuacion en la tabla 5.19 encontramos los datos para el calculo de la
repetibilidad del andlisis del sulfuroso total en las muestras de encurtidos:

Tabla 5.19 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso total en las

muestras de encurtidos

Muestra Mx (X-Mx)? My (Y-My)?

1 40,33 0,31 36,05 12,90

2 43,66 15,21 44,37 22,36

3 43,66 15,21 44,58 24,43

4 38,33 2,09 37,12 6,37

5 35,33 19,75 37,12 6,37

6 37,33 5,98 38,61 1,06
SrX Sry Srx? sry? rX rY Fobs
2,20 2,47 4,86 6,12 6,16 6,91 0,794

SrX= desviacion estandar método alternativo
SrY=desviacidn estandar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo

rY= repetibilida método oficial
Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= Numero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 6,16 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 6,91 mg/l en el método oficial en el andlisis
del sulfuroso libre de los vinos tintos.

Fobs < Fl—a

0,794< 4,284

Ademads como el valor de Fqps obtenido es inferior al valor Fi., teniendo en
cuenta que la repetibilidad del método alternativo es ligeramente inferior a la
repetibilidad del método oficial, se puede afirmar que no existen diferencias

significativas entre las repetibilidades de ambos métodos.
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Estudio de la exactitud

En cuanto al sulfuroso total, la recta de regresion que obtenemos tiene los
valores siguientes:

Y = 3,3997 + 0,907752 X (a=0,05; p=0,0000)
Coeficiente de Correlacion = 0,92498

En este caso se obtiene un coeficiente de correlacion elevado sin embargo el
valor del mismo inferior a 0,975 puede indicarnos que para la determinacién de
dioxido de azufre total en encurtidos existen diferencias de especificidad entre los
métodos.

En la figura 5.19 podemos observar la distribucidon de forma dispersa de los
valores alrededor de la recta de regresion.

Gréfico del Modelo Ajustado
Método Alternativo Encurtidos = 3,3997 + 0,907752*M  étodo Oficial Encurtidos
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Figura 5.19: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso total en encurtido

Si, como en casos anteriores, realizamos el calculo de los intervalos de
confianza de la pendiente y del término independiente:
- Para b (pendiente): b + t*Sb donde t es tstudent (a = 0,05/2 ; gl = n-2)

b +t* S, =0,9077 + 2,7765 * 0,1864
(0,39016; 1,42523)

- Para a (termino independiente): a * t*Sa donde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl =
n-2)

att*S,=3,3997+2,7765 * 7,49523
(-17,4107; 24,2101)
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Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacion.

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, podemos
decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional a la
cantidad de sulfuroso total.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor 0, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistemdtico por
exceso como por defecto.

Hemos realizado un analisis de diferencias para considerar mejor si existen o no
errores sistematicos significativos. A continuacién en la tabla 5.20, encontramos los
datos para el analisis de diferencias del sulfuroso total en las muestras de encurtidos.

Tabla 5.20: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso total en
las muestras de encurtidos

Muestras Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 -4,28 38,19 -11,21

2 0,71 44,02 1,61

3 0,92 44,13 2,08

4 -1,21 37,73 -3,22

5 1,79 36,23 4,93

6 1,28 37,97 3,37
Suma -0,13 -0,40

D,, DR,, So Sor
0,56 1,40 3,45 5,96
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Diferencias absolutas
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Figura 5.20: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso total en encurtidos

- Valor medio de las diferencias (D)= 0,56
- Desviacion estandar de la media (Sp)= 3,45
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-7,03;6,77)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Diferencias relativas porcentuales
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-15,00
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Figura 5.21: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso total en
encurtidos
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- Valor medio de las diferencias (DRm)= 1,40
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 5,96

- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-12,3;11,92)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

5.2.2. Estudio de la veracidad para legumbres
Estudio de la precisidn

A continuacién en la tabla 5.21 encontramos los datos para el calculo de la
repetibilidad del analisis del sulfuroso total en las muestras de legumbres:
Tabla 5.21 .Resultados de la repetibilidad del contenido de sulfuroso total en las

muestras de lequmbres

Muestra Mx (X-Mx)? My (Y-My)?
1 40 1,63 39,25 0,32
2 42,66 15,56 43,09 19,44
3 32,33 40,82 33,28 29,21
4 38,33 0,15 39,46 0,61
5 42,66 15,56 43,3 21,36
6 36,33 5,71 33,7 24,78
SrX Sry Srx? sry? rX rY Fobs
2,57 2,82 6,61 7,79 7,19 7,89 0,82

SrX= desviacion estandar método alternativo
SrY=desviacidn estandar método oficial

rX= repetibilidad método alternativo

rY= repetibilida método oficial

Fobs= F test de Ficher-Snedecor

N= Numero total de repeticiones

n= NUmero total de muestras

Estos resultados permiten afirmar que con una probabilidad del 95%, los
resultados obtenidos tendran una repetibilidad inferior a 7,19 mg/l en el método
alternativo y una repetibilidad inferior a 7,89 mg/l en el método oficial en el andlisis
del sulfuroso libre de los vinos tintos.

Fobs < Fl—a
0,82<4,284
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Ademas como el valor de Fqs obtenido es inferior al valor Fi, y teniendo en
cuenta que la repetibilidad del método alternativo es ligeramente inferior a la
repetibilidad del método oficial, se puede afirmar que no existen diferencias
significativas entre las repetibilidades de ambos métodos.

Estudio de la exactitud

En cuanto al sulfuroso total, la recta de regresion que obtenemos tiene los
valores siguientes:

Y =5,40435 + 0,8612 X ((a=0,05; p=0,0044)
Coeficiente de Correlacidon = 0,945593

Se obtiene un coeficiente de correlacion elevado sin embargo el valor del
mismo inferior a 0,975 puede indicarnos que para la determinacion de didxido de
azufre total en encurtidos existen diferencias de especificidad entre los métodos.

En la figura 5.22 podemos observar la distribucion de forma dispersa de los
valores alrededor de la recta de regresion.

Gréfico del Modelo Ajustado
Método Alternativo = 5,40435 + 0,861272*Método Ofic ial

44

42

40

38

36

Método Alternativo

34

32y L L L L L L

Método Oficial

Figura 5.22: Representacion de la recta de regresion de sulfuroso total en legumbres

Procedemos al célculo de los intervalos de confianza de la pendiente y del
término independiente:
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- Para b (pendiente): b + t*Sb donde t es tstudent (a = 0,05/2 ; gl = n-2)

b +t* S, =0,8612+ 2,7765 * 0,1481
(0,46; 1,271)

- Paraa (termino independiente): a + t*Sadonde t es tstudent (a = 0, 05/2; gl = n-2)

ax*t*S,=5,40435+2,7765 * 5,76169
(-10,5929; 21,40168)

Mediante los resultados obtenidos determinamos que:

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, y el
intervalo de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0, se puede
concluir que el procedimiento evaluado proporciona valores que no son
significativamente diferentes a los obtenidos con el de comparacion.

- Debido a que el intervalo de confianza de la pendiente incluye el valor 1, podemos
decir que para un nivel de confianza del 95% no existe un error proporcional a la
cantidad de sulfuroso total.

- El intervalo de confianza del término independiente incluyen el valor O, lo que
significa que con un nivel de confianza del 95% no existe un error sistematico por
exceso como por defecto.

A continuacién en la tabla 5.22, encontramos los datos para el analisis de
diferencias del sulfuroso total en las muestras de legumbres para poder considerar
mejor la existencia o no errores sistematicos.

Tabla 5.22: Resultados del andlisis de diferencias del contenido de sulfuroso total en
las muestras de lequmbres

Muestras Di=Y-X (Y+X)/2 DR
1 -0,75 39,63 -1,88
2 0,43 42,88 1,00
3 0,95 32,81 2,89
4 1,13 38,90 2,91
5 0,64 42,99 1,49
6 -2,63 35,02 -7,50
Suma -0,04 -0,18
D,, DR,, So Sor
-0,04 -0,18 4,12 3,99
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Diferencias absolutas
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Figura 5.23: Representacion de diferencias absolutas de sulfuroso total en legumbres

- Valor medio de las diferencias (D)= -0,04
- Desviacién estandar de la media (Sp)= 4,12
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-8,28;8,2)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico constante
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.

Diferencias relativas porcentuales

5,00
¢ ¢

0,00 ‘
r 0,00 10,00 20,00 30,00 4@00 50,00
Q 4 Seriesl

-5,00

&
-10,00

Yi+Xif2

Figura 5.24: Representacion de diferencias relativas porcentuales de sulfuroso total en
legumbres
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- Valor medio de las diferencias (DRm)=-0,18
- Desviacién estandar de la media (Spr)= 3,99
- Intervalo de confianza (95%) del valor medio: (-8,18;7,8)

Podemos concluir diciendo que no hay un error sistematico proporcional
significativo porque el intervalo de confianza del valor medio de las diferencias incluye
el valor cero.
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6. CONCLUSIONES

Tras el estudio de verificacién realizado sobre el equipo de andlisis rapido
utilizado para determinar el diéxido de azufre en alimentos, comentamos a
continuacion las conclusiones de los resultados obtenidos:

- Tras el estudio de la repetibilidad - realizado para muestras de vino y de
conservas vegetales, se puede concluir que el método de determinacion
alternativo —presenta una repetibilidad comparable a la del método de
referencia ya que no existen diferencias significativas para ninguno de los
grupos de muestras estudiados, tanto en la determinacién de dioxido de azufre
libre como total. -

- Tras el estudio de la exactitud, realizado para el anadlisis del didxido de azufre
total de las muestras de vino tanto en conjunto como por separado- muestra
una buena correlacion lineal entre ambos métodos. Ademas de que no existen
diferencias de especificidad entre los procedimientos de medida comparados.
Se puede concluir que el método alternativo presenta en este caso una
exactitud comparable a la del método de referencia para la determinacion del
diéxido de azufre total en vinos.

- Tras el estudio de la exactitud en el andlisis del didxido de azufre libre tanto en
el conjunto de las muestras de vino como en el vino blanco, observamos que no
existe una buena correlacion lineal entre ambos métodos a diferencia del vino
tinto que si que existe buena correlacién lineal. Ademas, existen diferencias de
especificidad entre los procedimientos de medida que pueden ser debidos al
acido ascoérbico de vino blanco. Se puede concluir que el método alternativo
presenta en este caso una exactitud no comparable a la del método de
referencia para la determinacion del diéxido de azufre libre en vinos.

- -el estudio de la exactitud -para el anadlisis del didxido de azufre total de las
conservas vegetales, -no muestra la existencia de diferencias significativas
entre el método alternativo y el de referencia.

- En todos los andlisis hemos podido comprobar la no existencia de errores
sistematicos,( ni proporcionales ni constantes). -

- De forma general, se puede afirmar que no aparecen diferencias importantes
entre los resultados obtenidos utilizando ambos métodos ni en las muestras de
vino ni en las muestras de conservas.
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3. ANEJOS

A continuacion se pueden observar las distintas disposiciones existentes sobre aditivos
alimentarios:

Reglamento (CE) n? 1331/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de
diciembre de 2008, por el que se establece un procedimiento de autorizacién comun
para los aditivos, las enzimas y los aromas alimentarios (aplicable en funcion del
Reglamento 1333/2008).

Reglamento (UE) n2 234/2011 de la Comision, de 10 de marzo de 2011, de ejecucion
del Reglamento (CE) no 1331/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, por el que
se establece un procedimiento de autorizacion comun para los aditivos, las enzimas y
los aromas alimentarios

Reglamento (CE) n2 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de
diciembre de 2008, sobre aditivos alimentarios

+ Modificado por: Reglamento (UE) n? 1129/2011 de la Comisién de 11 de
noviembre de 2011 por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
N21333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo para establecer una lista
de aditivos alimentarios de la Unidn.

o Modificado por: Reglamento (UE) n2 380/2012 de la Comision, de 3 de
mayo de 2012, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que se
refiere a las condiciones de utilizacion y los niveles de utilizacion de
aditivos alimentarios que contienen aluminio (Aplicable a partir del 1 de
febrero de 2014 para aditivos distintos de edulcorantes y colorantes y a
partir del 1 de agosto de 2014 para lacas de aluminio fabricadas a partir
de colorantes)

o Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comisién, de
6 de diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del
Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y
el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comisidén en lo que
concierne a determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del
26 de diciembre de 2013).

o Modificado por: Reglamento (UE) no 59/2014 de la Comisién, de 23 de
enero de 2014, que modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo en cuanto a la
utilizacion de diéxido de azufre y sulfitos (E 220-228) en productos
aromatizados a base de vino. (Aplicable a partir del 13 de febrero de
2014)
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o Modificado por: Reglamento (UE) no 264/2014 de la Comision, de 14
de marzo de 2014, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento
(CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, en lo relativo
a la utilizacién del copolimero de acetato de vinilo/polivinilpirrolidona
en complementos alimenticios sélidos, y el anexo del Reglamento (UE)
no 231/2012 de la Comisidn, en lo relativo a las especificaciones de
dicho copolimero (Aplicable a partir del 7 de abril de 2014).

o Modificado por: Reglamento (UE) no 298/2014 de la Comisidn, de 21
de marzo de 2014, por el que se modifican el anexo Il del Reglamento
(CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del
Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comision por lo que se refiere al
uso del difosfato magnésico de dihidrégeno como gasificante y
regulador de la acidez. (Aplicable a partir del 14 de abril de 2014).

+ Modificado por: Reglamento (UE) n2 1130/2011 de la Comisidn, de 11 de
noviembre de 2011, por el que se modifica el Reglamento (CE) no 1333/2008
del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre aditivos alimentarios, para
establecer una lista de aditivos alimentarios de la Unién autorizados para ser
empleados en aditivos alimentarios, enzimas alimentarias, aromas alimentarios
y nutrientes .

o Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comisién, de
6 de diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del
Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y
el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comisién en lo que
concierne a determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del
26 de diciembre de 2013).

Reglamento (UE) n2 231/2012 de la Comisidon, de 9 de marzo de 2012, por el que se
establecen especificaciones para los aditivos alimentarios que figuran en los anexos Il y
[1l del Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo.

+ Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comision, de 6 de
diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del Reglamento
(CE) no1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del
Reglamento (UE) no231/2012 de la Comisién en lo que concierne a
determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del 26 de diciembre de
2013).

« Modificado por: Reglamento (UE) no 264/2014 de la Comision, de 14 de
marzo de 2014, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE) no
1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, en lo relativo a la utilizaciéon
del copolimero de acetato de vinilo/polivinilpirrolidona en complementos
alimenticios sélidos, y el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la
Comision, en lo relativo a las especificaciones de dicho copolimero (Aplicable a
partir del 7 de abril de 2014).

+ Modificado por: Reglamento (UE) no 298/2014 de la Comision, de 21 de
marzo de 2014, por el que se modifican el anexo Il del Reglamento (CE) no
1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del Reglamento
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(UE) no 231/2012 de la Comisién por lo que se refiere al uso del difosfato
magnésico de dihidrogeno como gasificante y regulador de la acidez. (Aplicable
a partir del 14 de abril de 2014).

Reglamento (UE) N2 257/2010 de la Comisidn, de 25 de marzo de 2010, por el que se
establece un programa para la reevaluacién de aditivos alimentarios autorizados de
conformidad con el Reglamento (CE) n2 1333/2008 del Parlamento Europeo y del
Consejo sobre aditivos alimentarios.

Reglamento (UE) n2 234/2011 de la Comision, de 10 de marzo de 2011, de ejecucion
del Reglamento (CE) no 1331/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, por el que
se establece un procedimiento de autorizacion comun para los aditivos, las enzimas y
los aromas alimentarios

Reglamento (CE) n2 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de
diciembre de 2008, sobre aditivos alimentarios

« Modificado por: Reglamento (UE) n? 1129/2011 de la Comisién de 11 de
noviembre de 2011 por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
N21333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo para establecer una lista
de aditivos alimentarios de la Union.

o Modificado por :Reglamento (UE) n2 380/2012 de la Comisién, de 3 de
mayo de 2012, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que se
refiere a las condiciones de utilizacion y los niveles de utilizacion de
aditivos alimentarios que contienen aluminio (Aplicable a partir del 1 de
febrero de 2014 para aditivos distintos de edulcorantes y colorantes y a
partir del 1 de agosto de 2014 para lacas de aluminio fabricadas a partir
de colorantes)

o Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comision, de
6 de diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del
Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y
el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comisién en lo que
concierne a determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del
26 de diciembre de 2013).

o Modificado por: Reglamento (UE) no 59/2014 de la Comisidn, de 23 de
enero de 2014, que modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo en cuanto a la
utilizacion de didxido de azufre y sulfitos (E 220-228) en productos
aromatizados a base de vino. (Aplicable a partir del 13 de febrero de
2014)

o Modificado por: Reglamento (UE) no 264/2014 de la Comision, de 14
de marzo de 2014, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento
(CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, en lo relativo
a la utilizacién del copolimero de acetato de vinilo/polivinilpirrolidona
en complementos alimenticios sélidos, y el anexo del Reglamento (UE)
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no 231/2012 de la Comision, en lo relativo a las especificaciones de
dicho copolimero (Aplicable a partir del 7 de abril de 2014).

o Modificado por: Reglamento (UE) no 298/2014 de la Comisién, de 21
de marzo de 2014, por el que se modifican el anexo Il del Reglamento
(CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del
Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comision por lo que se refiere al
uso del difosfato magnésico de dihidrégeno como gasificante y
regulador de la acidez. (Aplicable a partir del 14 de abril de 2014).

+ Modificado por: Reglamento (UE) n2 1130/2011 de la Comisidn, de 11 de
noviembre de 2011, por el que se modifica el Reglamento (CE) no 1333/2008
del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre aditivos alimentarios, para
establecer una lista de aditivos alimentarios de la Unién autorizados para ser
empleados en aditivos alimentarios, enzimas alimentarias, aromas alimentarios
y nutrientes .

o Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comision, de
6 de diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del
Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y
el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la Comisién en lo que
concierne a determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del
26 de diciembre de 2013).

Reglamento (UE) n2 231/2012 de la Comision, de 9 de marzo de 2012, por el que se
establecen especificaciones para los aditivos alimentarios que figuran en los anexos Il y
IIl del Reglamento (CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo.

+ Modificado por: Reglamento (UE) no 1274/2013 de la Comisién, de 6 de
diciembre de 2013, por el que se modifican los anexos Il y Il del Reglamento
(CE) no 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del
Reglamento (UE) no231/2012 de la Comisidn en lo que concierne a
determinados aditivos alimentarios. (Aplicable a partir del 26 de diciembre de
2013).

« Modificado por: Reglamento (UE) no 264/2014 de la Comisién, de 14 de
marzo de 2014, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE) no
1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, en lo relativo a la utilizacién
del copolimero de acetato de vinilo/polivinilpirrolidona en complementos
alimenticios sélidos, y el anexo del Reglamento (UE) no 231/2012 de la
Comision, en lo relativo a las especificaciones de dicho copolimero (Aplicable a
partir del 7 de abril de 2014).

+ Modificado por: Reglamento (UE) no 298/2014 de la Comisién, de 21 de
marzo de 2014, por el que se modifican el anexo Il del Reglamento (CE) no
1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo y el anexo del Reglamento
(UE) no 231/2012 de la Comisién por lo que se refiere al uso del difosfato
magnésico de dihidrogeno como gasificante y regulador de la acidez. (Aplicable
a partir del 14 de abril de 2014).
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Reglamento (UE) N2 257/2010 de la Comisién, de 25 de marzo de 2010, por el que se
establece un programa para la reevaluacién de aditivos alimentarios autorizados de
conformidad con el Reglamento (CE) n2 1333/2008 del Parlamento Europeo y del

Consejo sobre aditivos alimentarios
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