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RESUMEN 
 

El presente trabajo de investigación tuvo por objeto proponer la validación del 

método de Espectroscopia Infrarroja para la Cuantificación de Grasas Trans en 

Margarina basándose en el método oficial para cuantificar grasas Trans de la 

Asociación Americana de Químicos Analistas (AOAC). El análisis de las muestras 

fue llevado a cabo en las instalaciones del Laboratorio Fisicoquímico de Aguas 

de la Facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador. Se 

trabajó con muestras de margarina que presentaron grasas trans en su 

composición de acuerdo a investigaciones anteriores y se utilizaron los 

estándares de Trioleina y Trielaidina para poder cuantificar las grasas trans 

presentes. Ésta investigación se desarrolló en base a lo que establece la Guía 

de Validación de Métodos Analíticos dada por el Consejo Nacional de Ciencias y 

Tecnología (CONACYT). La investigación se realizó durante el período 

comprendido entre abril de 2014 a enero de 2015. 

 

Se elaboró el protocolo de validación respectivo del método en estudio, donde se 

documentó los objetivos, las responsabilidades, método analítico, instrumentos, 

parámetros de desempeño con sus procedimientos y criterios de aceptación, 

reportando los resultados obtenidos en el respectivo informe y certificado de 

validación del método. 

Los parámetros de desempeño evaluados en la validación fueron: linealidad del 

método, precisión del sistema, precisión del método y exactitud del método. Para 

cada uno de estos parámetros se muestra el cumplimiento de los criterios de 

aceptación establecidos y se demostró que el método en estudio fue lineal, 

preciso y exacto, obteniendo así los siguientes resultados: en la linealidad del 

método se obtuvo  un coeficiente de determinación (r2) igual a  0.997 y un 

Coeficiente de Variación (CV) igual 3.84%, el segundo parámetro evaluado fue la 

precisión del sistema donde se obtuvo un coeficiente de variación (CV) igual a 



 

1.75%, para  la precisión del método se obtuvieron valores de Coeficiente de 

Variación (CV) de 2.45% para margarina Dany, de 2.76% para margarina Cremy 

y de 1.75% para margarina Suly. Para la precisión intermedia del método los 

Coeficientes de Variación (CV) de los dos analistas fueron iguales a 5.78% para 

margarina Dany, 5.42% para margarina Cremy  y 4.27% para margarina Suly, y 

finalmente, la exactitud brindó una media de  porcentaje de recobro de 101.31%. 

Los criterios de aceptación que se establecieron fueron: para la linealidad que el 

Coeficiente de Determinación debe ser mayor o igual a 0.98, para el Coeficiente 

de variación (CV) debe ser menor o igual a 5.0% dado por el Codex Alimentario 

y para el porcentaje de recobro debe estar entre el rango de 97.0% a 105.0%. 

Basándose en los resultados obtenidos de los parámetros de desempeño 

evaluados aplicando el método de Espectroscopia Infrarroja para la 

Cuantificación de grasas trans en margarina, podemos decir que el método es 

confiable y seguro para su utilización,  ya que demostró ser lineal, exacto y 

preciso  por lo que puede ser empleado en el Laboratorio Fisicoquímico de Agua 

de la Facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador. 

Para próximos estudios realizados se recomienda utilizar siempre los estándares 

que se indican en la técnica de análisis para así asegurarse de obtener 

resultados, confiable y exactos; así como también utilizar está técnica de análisis 

en otras marcas de margarina nacionales  e internacionales así como también su 

aplicación en otras matrices alimenticias. 
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INTRODUCCION 
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1.0 INTRODUCCION 
 

El estudio de las grasas trans es de suma importancia ya que como sabemos son 

perjudiciales para la salud causando enfermedades complejas como diabetes, 

enfermedades cardíacas entre otras. 

Las grasas trans se pueden encontrar en los ácidos grasos que han sufrido un 

proceso de hidrogenación ya sea por su exposición a  altas presiones o 

temperaturas, entre las cuales se encuentran las margarinas, las cuales son 

100% vegetales y se obtienen a partir de grasas con un elevado porcentaje de 

ácido linoleico, una parte del cual debe ser saturado con hidrógeno para que el 

alimento sea más estable, lo que hace que se originen grasas hidrogenadas y de 

configuración trans, que en nuestro organismo se comportan como las grasas 

saturadas. 

 

En el presente trabajo de investigación se realizó una propuesta de validación del 

método de espectroscopia infrarroja para la cuantificación de grasas trans en 

margarina, basándose en la metodología oficial de la Asociación Oficial de 

Químicos Analistas, el cual se adecuó a las condiciones del Laboratorio 

fisicoquímico de aguas de la Facultad de Química y Farmacia de la Universidad 

de El Salvador.  

 

Se utilizaron tres marcas de margarina: Suly, Dany y Cremy vitaminada, todas 

ellas en presentación barra, las cuales produjeron el pico de absorción 

característico de ácidos grasos trans en la región de 966cm-1 en cada uno de los 

espectros infrarrojos obtenidos según el trabajo de graduación de Adecuación del 

Método de Espectroscopia Infrarroja en la Identificación de Grasas Trans en 

Margarina. La toma de muestra se llevó a cabo en los supermercados del área 

de centro comercial metrocentro de San Salvador en el período de Abril  a Mayo 

de 2014 y fueron analizadas en el Laboratorio Fisicoquímico de aguas de la 



xx 

 

Facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador, durante el 

mismo período de tiempo. 

 

Con los resultados obtenidos se procedió a la interpretación de estos para evaluar 

los parámetros de aceptación, y se elaboró el protocolo de validación, el informe 

de validación  y el certificado de validación. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPITULO II 
 

OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2.0  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

Proponer la validación del método de espectroscopia infrarroja para 

la  cuantificación de grasas trans en margarina. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS 

2.2.1 Elaborar el protocolo de validación para la determinación de grasas 

trans en margarina estableciendo el cumplimiento de los parámetros 

de desempeño. 

2.2.2 Evaluar los parámetros de desempeño: Linealidad del método, 

precisión del sistema, precisión del método y exactitud aplicando el 

método de estudio y estableciendo los criterios de aceptación. 

2.2.3 Interpretar los resultados obtenidos en cada parámetro de estudio, 

por medio de técnicas estadísticas para establecer si cumplen con 

los criterios de aceptación. 

2.2.4 Elaborar el  informe de validación y el certificado según los resultados 

obtenidos. 
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3.0 MARCO TEORICO 
 

3.1      LA MARGARINA 

3.1.1  Definición (11, 12) 

La Margarina es un producto alimenticio llamado en un primer momento 

oleomargarina, ésta se define como una emulsión plástica del tipo agua en aceite, 

obtenida principalmente a partir de grasas y aceites comestibles que no procedan 

fundamentalmente de la leche; con un porcentaje mínimo de materia grasa del 

80% y un contenido máximo de agua del 16%. 

La margarina es el producto alimenticio de aspecto similar a la mantequilla y es 

elaborado por la emulsión estabilizada de grasas y aceites vegetales o animales 

comestibles modificados o sin modificar por hidrogenación, fraccionación o 

interesterificación, incorporados de agua y adicionados o no de leche, sólidos de 

leche, ingredientes opcionales y aditivos alimentarios permitidos, en donde el 

contenido de grasa debe ser mínimo de 60%. Aunque en la norma CODEX STAN 

32-1981, se considera que la margarina debe tener un contenido de grasa mínimo 

de 80% y de agua menor a 16%.(10) 

  
3.1.2 Historia (3) 

Mége-Mouriés, químico francés, especialista en investigaciones alimentarias, 

tras algunos años de estudio, propone en 1870 un procedimiento muy simple que 

permitía fabricar a partir de sebo de buey, una grasa alimenticia extensible, de 

uso universal y con un precio netamente inferior al de la mantequilla, el cual dio 

a éste nuevo producto el nombre de oleo-margarina. 

Posterior a la guerra de 1870, esta patente de invención habría caído en el olvido 

de no haber sido comprada por unos comerciantes holandeses que se 

interesaron particularmente por esta nueva grasa. Así iba a nacer la margarina y 

una gran industria que, desde el final del siglo XIX está en plena expansión. 
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A partir de 1930, fecha en que aparecieron industrialmente los aceites 

hidrogenados, empezaron a utilizarse estos aceites vegetales endurecidos por 

hidrogenación, cuya utilización continua estando vigente en la actualidad. 

En Francia, la margarina que se desarrolló alrededor de 1870 se hacía a base de 

grasa animal derretida. La margarina a base de grasa animal es una industria 

importante en la cual utilizan materia prima de diferente origen.  

Es así como en Canadá y varios países europeos, la margarina se elabora a base 

de aceite de pescado hidrogenado y desodorizado, mientras que en los Estados 

Unidos la mayor parte de la margarina se hace con aceites vegetales, y margarina 

de aceite de pescado. 

 

3.1.3 Clasificación (2) 

Existen 3 tipos de margarinas según su origen, las cuales son: 

 

a) Margarinas vegetales: si las grasas que la forman son de origen vegetal. 

b) Margarinas animales: si las grasas son de origen animal.  

c) Margarinas mixtas: si tienen mezcla de grasas de origen animal y vegetal.  

 

3.1.4 Composición (8) 

La margarina puede fabricarse con un único aceite, siendo el más habitual el de 

girasol, o con una mezcla de aceites, tanto vegetales como animales. Otros 

ingredientes que pueden añadirse a la margarina son: sal, colorantes y vitaminas. 

El hecho de ser un producto constituido mayoritariamente a partir de 

componentes vegetales beneficia sin duda, la percepción del consumidor, 

aunque pocos son los que conocen que no siempre la margarina es 100% 

vegetal. (5) 
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Las grasas y los aceites pueden ser de origen vegetal, animal. Las grasas 

vegetales incluyen formas sólidas como manteca de cacao, y liquidas como 

aceite de semilla de maíz, aceite de soya, aceite de semilla de algodón, aceite 

de cacahuate, aceite de olivo y muchas más. Generalmente sometidos al proceso 

de hidrogenación, que consiste en la introducción de átomos de hidrógeno en los 

dobles enlaces, con esto se saturan los ácidos grasos y se eleva su punto de 

fusión, es decir, se endurece el aceite. Las grasas animales como manteca, sebo, 

y aceites marinos. (1) 

Existen en el mercado diversos tipos de margarinas de mesa y se pueden 

clasificar  de acuerdo a la norma mexicana NMX-F-016-SCFI-2007 como: 

margarina (que se denominará estándar), margarina reducida en grasa y 

margarina light. En la tabla N° 1 se reporta la composición de éstas margarinas.  

Tabla N° 1. Composición de la margarina según las Normas NMX-F-016-SCFI- 
                    2007. 

Especificaciones Mínimo Máximo 

Humedad % - 40 

Grasa % 60 - 

Conservadores % - 0.20 

NaCl en margarina sin sal % - 0.5 

NaCl en margarina con sal % - 2.5 

Punto de Fusión - 38 °C 

Vitamina A en UI/1 kg 20 000 - 
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3.1.5 Componente de la Margarina (1, 11) 

Las materias primas necesarias fundamentalmente son:  

a) Grasas: materia lipídica de diverso tipo y características. 

b) Agua: En una proporción inferior al 16%. Se utiliza para preparar la emulsión 

con la sustancia grasa dispersando ésta en pequeñas gotitas en el agua. 

c) Sal refinada: Esta debe ser prácticamente anhidra, H2O < 0,1 %.  Neutra o 

muy débilmente alcalina. No debe poseer sales de magnesio, incluso al 

estado de trazas (en particular cloruro de magnesio), que acelera la oxidación 

de las grasas. No debe contener sulfatos. No debe tener hierro, que es un 

pro-oxidante de las grasas y aceites y en disolución debe dar una salmuera 

clara, sin espuma y sin precipitado. 

d) Aditivos: Para obtener la emulsión se mezclan las grasas con el agua, hasta 

obtener un producto de consistencia y aspecto similar a la mantequilla. Para 

ello se necesitan una serie de aditivos como lo son los emulsionantes que 

favorecen la unión de los dos componentes impidiendo su separación, se 

utiliza la lecitina obtenida de la soja, monoglicéridos y diglicéridos. 

 

3.2 GRASAS TRANS 

3.2.1 Concepto (4) 

Se definen como grasas trans  los ácidos grasos insaturados que contienen uno 

o más dobles enlaces aislados, no conjugados, en una configuración geométrica 

trans. Estructuralmente, los ácidos grasos trans son similares a los ácidos grasos 

saturados y tienen propiedades físicas intermedias entre los ácidos grasos cis y 

los ácidos grasos saturados.  

La grasa trans puede encontrarse en muchos de los mismos alimentos que la 

grasa saturada, como grasas vegetales, algunas margarinas, galletas, 

caramelos, dulces, meriendas, alimentos fritos, productos horneados y en otros 

alimentos procesados hechos con aceites vegetales parcialmente hidrogenados. 
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También conocidos como ácidos grasos trans, las grasas trans pueden  

encontrarse de forma natural en algunos alimentos de origen animal como la  

leche, productos lácteos y carnes. 

 

3.2.2 Formación de ácidos grasos trans. (7) 

Los ácidos grasos trans pueden encontrarse en productos obtenidos 

industrialmente por hidrogenación a partir de aceites vegetales o de pescado; en 

aceites sometidos al calentamiento y cocción a  temperaturas altas; en grasas y 

aceites desodorizados a temperaturas altas (200°C) debido a la isomerización de 

ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), como el linoleico (C18:2 n-6) y  α-

linolénico (C18:3 n-3) y en menor cantidad (representando hasta el 3% de la 

fracción grasa) en la leche y la carne de rumiantes, debido a la transformación 

bacteriana de los ácidos grasos insaturados en el rumen de vacas, ovejas y 

cabras. Se considera que aproximadamente una tercera parte de las grasas y 

aceites comestibles en el mundo son hidrogenadas. 

 

3.2.3 Estructura Química 

La configuración cis origina un ángulo en dicha posición, provocando un 

acodamiento en la molécula que impide el empaquetamiento ordenado de las 

cadenas hidrocarbonadas, requiriéndose menor energía para romper las fuerzas 

intermoleculares entre los ácidos grasos insaturados. Los ácidos grasos en 

configuración trans son los minoritarios en la naturaleza y tienen una posición 

espacial ordenada similar a la de los SFA  (Ver figura N°1).    

ÁCIDO ESTEÁRICO  (C18:0) 
Ácido graso saturado configuración cis 

ÁCIDO ELAÍDICO (C18:1 trans) 

 Ácido graso insaturado configuración trans 

  

Figura N°1. Similitud entre un ácido graso saturado y un insaturado con 
configuración trans.  
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3.2.4 Como afecta a la Salud (4) 

Lo más importante que debe conocer el consumidor sobre la grasa trans es que 

se comporta en el organismo igual que la grasa saturada,  elevando la 

lipoproteína de baja densidad (LDL, o colesterol malo) lo que puede aumentar el 

riesgo de  enfermedad cardíaca coronaria.  

Muchos consumidores ya saben lo conveniente que es limitar la grasa saturada 

y el  colesterol en su dieta, pero la grasa trans es un término menos familiar. 

Cuando se trata  de la grasa trans y de su organismo, esta es la forma en que 

funciona:  

- Al igual que las grasas saturadas y el colesterol, las grasas  trans aumentan 

la  lipoproteína de baja densidad (LDL, o colesterol malo)  en la sangre, lo que  

aumenta  el riesgo de desarrollar una  enfermedad cardíaca coronaria. 

- La grasa trans también baja la lipoproteína de alta densidad (HDL, o colesterol  

bueno)  en la sangre.  

- Para reducir el riesgo de padecer de una enfermedad cardíaca coronaria, el 

objetivo consiste en disminuir el nivel general de colesterol LDL. La reducción 

de la cantidad de grasas saturadas, de grasa trans y de colesterol en su dieta 

puede contribuir a disminuir su nivel de colesterol LDL. 

 

Los estudios metabólicos han proporcionado evidencia de que los ácidos grasos 

trans aumentan en el plasma las concentraciones de LDL-colesterol y reducen 

las concentraciones de HDL-colesterol. Este efecto es más peligroso comparado 

con el de los ácidos grasos saturados, ya que éstos incrementan tanto la 

concentración de LDL-colesterol como de HDL-colesterol. Además, hay estudios 

que sugieren que los ácidos grasos trans pueden afectar el crecimiento y el 

desarrollo fetal humano  y están asociados con la prevalencia de asma y alergias 

en niños y el riesgo de desarrollar diabetes en adultos. Es por ello que la 

Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) y la 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO, 
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por sus siglas en inglés) recomiendan limitar el consumo de TFA a menos del 1% 

del aporte energético alimentario diario. (9) 

 

3.2.5 Método para la determinación de ácidos grasos (7) 

Actualmente los métodos analíticos más empleados para la determinación de 

ácidos grasos cis y trans en grasas y aceites son la cromatografía de gases (GC, 

por sus siglas en ingles) y espectroscopia infrarroja (IR, por sus siglas en ingles). 

En el caso de la GC, existen 2 métodos oficiales, uno para grasas y aceites que 

emplea una columna capilar y otro para margarinas que usa una columna 

empacada; en ambos métodos la GC esta acoplada a un detector de ionización 

de llama (FID, por sus siglas en ingles).  

En los métodos de GC capilar, la limitación clave ha sido la incompleta separación 

de los isómeros trans del ácido octadecanóico, debido al traslapamiento de 

algunos isómeros cis y trans con diferentes posiciones de los dobles enlaces, 

aunque actualmente se ha mejorado la separación con columnas capilares de 

100mm altamente polares de sílica fundida. Los datos obtenidos pueden ser lo 

suficientemente exactos para las aplicaciones de control de calidad y para el 

etiquetado de alimentos, pero si se requiere una mayor exactitud y menor 

traslapamiento de cada tipo de los isómeros, la GC debe ser usada en conjunción 

con otra técnica de separación, como es la cromatografía en capa fina con 

argentación (Ag+-TLC, por sus siglas en inglés) o la cromatografía liquida con 

argentación (Ag+-LC, por sus siglas en inglés).  

Alternativamente, la GC acoplada con la espectrometría de masas es el método 

más conveniente para la determinación de la posición de los dobles enlaces, sin 

embargo, es un método más costoso en términos de su adquisición y costos de 

mantenimiento.  
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Aunque trabajables, estos métodos son algo complicados y no son adecuados 

para aplicaciones rutinarias. Por otro lado, el método de la American Oil 

Chemists' Society (AOCS) y el de la Association of Official Analytical Chemists 

(AOAC) para la cuantificación de ácidos grasos trans por espectroscopia IR está 

basado en la medición de la vibración flexión característica de los enlaces trans 

aislados a 966 cm-1 (10.3 cm). Con el uso del accesorio de reflectancia total 

atenuada horizontal (ATR) en la espectroscopia FTIR, no es necesario que las 

muestras sean diluidas en disolventes por lo que aumenta la exactitud y rapidez 

del método.   

Actualmente la espectroscopia infrarroja ofrece la posibilidad de reemplazar los 

métodos tradiciones, ya que presenta algunas ventajas frente a los otros 

métodos: es una técnica rápida y no destructiva, actualmente con el software 

estadístico se puede manipular fácilmente la información espectral y se es capaz 

de realizar calibraciones  multivariantes. Además, esta técnica es adecuada para 

el uso industrial debido a su facilidad de uso y el relativamente bajo costo 

financiero de obtener y correr el equipo. El método tiene el potencial de ser usado 

para el chequeo y monitoreo de productos grasos y la determinación de ácidos 

grasos trans totales para propósitos de etiquetado.   

Comparado con el método oficial de GC, el método de FTIR -ATR no demanda 

el uso de otros disolventes, analiza grasas y aceites directamente en su forma 

pura y no requiere de derivatización de las grasas a ésteres de metilo de ácidos 

grasos (FAME). Sin embargo, por si sólo el método de FTIR-ATR únicamente 

proporciona los ácidos grasos trans totales, independientemente de la 

localización del doble enlace trans en la molécula, por lo que a diferencia de la 

GC, no se pueden identificar el tipo de ácidos grasos cis y trans  presentes.  
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El desarrollo de un método quimiométrico basado en la alimentación de espectros 

FTIR-ATR y en datos de identificación y cuantificación de ácidos grasos cis y 

trans por GC, ofrece el potencial de combinar la velocidad especifica del método 

FTIR-ATR, y la especificidad del método de GC pero sin el tiempo de preparación 

y uso de solventes que involucra éste último, para así correlacionar directamente 

los espectros obtenidos con el tipo y cantidad de ácidos grasos cis y trans de las 

muestras de margarina.  

El desarrollo de modelos de éste tipo puede ser laborioso, éstos son específicos 

para la matriz a analizar (margarina) y no pueden ser aplicados a otros productos 

(aceites), lo que podría ser considerado como una desventaja, pero este modelo 

necesita ser desarrollado una sola vez, en cambio en  la GC cada muestra debe 

ser convertida a su respectivo FAME y analizada independientemente. 

 

3.3 METODO DE ESPECTROSCOPIA INFRA-ROJA (7) 

3.3.1 Fundamentos teóricos de la espectroscopia infrarroja por 

transformada de Fourier (FTIR) utilizando reflectancia total atenuada 

horizontal (ATR)  

La espectroscopia infrarroja (IR) es el estudio de la interacción entre la radiación 

electromagnética infrarroja y la materia. El principio fundamental se basa en que 

al interactuar la radiación infrarroja con una molécula, la energía incidente a una 

frecuencia específica se absorbe cuando coinciden  con  la  frecuencia  de  

vibración de un movimiento molecular específico, produciendo vibración en los 

enlaces químicos de la materia, generando un cambio neto en el momento dipolar 

intrínseco de la molécula.   

Los átomos dentro de una molécula están en constante movimiento unos 

respecto a otros, vibrando en torno a los enlaces que los unen a frecuencias 

constantes y específicas, conocidas como estados de vibración. Hay dos clases 
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de vibraciones moleculares, la de tensión y la de flexión. En una vibración de 

tensión hay un cambio continuo en la distancia interatómica a lo largo del eje del 

enlace entre dos átomos, existen dos tipos: asimétrica y simétrica. Mientras que 

en las vibraciones de flexión se presenta un cambio en el ángulo entre dos 

enlaces, hay cuatro tipos: Tijereteo, Torsión, Balanceo y Aleteo.  

La frecuencia de vibración y de flexión de un enlace está determinada 

principalmente por la masa de los átomos que participan en él y por la fuerza del 

enlace. Mientras más pequeña sea la masa del átomo, mayores serán las 

frecuencias vibracionales.  

Los enlaces que caracterizan los grupos funcionales tienen frecuencias 

específicas a las cuales absorben y bandas de absorción características en la 

región infrarroja del espectro. Esto genera un espectro de absorción 

característico para una molécula dada, como si fuera una huella digital que revela 

información detallada acerca de la estructura y composición de una muestra, ya 

que no existen dos compuestos que absorban exactamente en la misma forma. 

Por consiguiente, la absorción o la falta de absorción en la región infrarroja se 

puede usar para identificar los tipos de grupos funcionales presentes en una 

molécula. 

 

3.3.2  Método de Espectroscopia Infra-Roja para la cuantificación de  

Grasas Trans 

El primer espectrofotómetro FTIR comercial estuvo disponible a finales de los 

60´s. Actualmente, debido al rápido desarrollo comercial y la amplia 

investigación, la espectroscopia FTIR es considerada como una de las técnicas 

más potentes para el análisis químico. Debido a su simplicidad, sensibilidad, 

versatilidad y rapidez de análisis, su aplicación en análisis biológicos, incluyendo 

alimentos, ha crecido rápidamente.  
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El diagrama esquemático de un espectrofotómetro infrarrojo por transformada de 

Fourier (FTIR) se presenta en la Figura N°2. Los principales componentes son la 

fuente infrarroja, un interferómetro (divisor de haces y espejos reflectantes), el 

detector y el láser de referencia.  

 

Figura N°2. Esquema del sistema óptico de un espectrofotómetro FTIR. 

 

En el espectrofotómetro FTIR, la fuente emite luz en la región de IR, ésta se dirige 

con un espejo hacia el divisor de haz, donde se divide en dos, la mitad del rayo 

pasa por un espejo fijo y la otra mitad se refleja sobre un espejo móvil que es 

capaz de moverse a lo largo del eje, desde y hacia el divisor de haz.  

Estos dos haces de luz interfieren en el divisor después en su viaje de vuelta al 

ser reflejados sobre otros dos espejos. Cuando las haces son recombinados se 

obtiene un modelo de interferencia, dependiendo de la diferencia de la trayectoria 

óptica (OPD), la cual es creada por el movimiento del espejo móvil. De esta forma 

se obtiene la denomina figura de interferencia, que permitirá medir pequeñas 

variaciones en cada uno de los caminos seguidos por los haces. La intensidad 

resultante de la superposición de los dos haces es medida como función del 

desfase del espejo móvil en su desplazamiento respecto la posición intermedia. 
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El gráfico resultante (intensidad vs. desfase) se denomina interferograma de la 

fuente.  

En el FTIR la muestra se coloca entre el Interferómetro (del cual emerge la luz 

recombinada procedente del divisor de haz) y el detector. La muestra absorbe 

ciertas frecuencias de la radiación y posteriormente pasa al detector. La señal 

resultante en el detector se conoce como interferograma de la muestra, esta 

señal analítica es detectada, amplificada y corresponde al interferograma de la 

fuente menos el de la muestra.   

El interferograma es una señal muy compleja que muestra la media de la 

intensidad de energía contra todas las frecuencias de la luz transmitidas 

simultáneamente por la muestra en función del tiempo. La interpretación o 

resolución del interferograma se realiza matemáticamente utilizando la 

transformación de Fourier. El análisis de Fourier es un tratamiento matemático 

en el cual una curva dada (interferograma) se descompone en una suma de 

términos seno-coseno llamada serie de Fourier. Este cálculo se realiza gracias a 

un programa del ordenador para obtener el espectro en el dominio de la 

frecuencia o espectro convencional  absorbancia (o %T)  vs. número de onda.  

Esta técnica tiene varias ventajas específicas sobre los métodos dispersantes 

convencionales. En primer lugar, los haces ópticos son de buena intensidad, es 

decir, una mayor energía de flujo del haz de luz llega al detector puesto que no 

tiene rendijas  o lentes donde se pierda la intensidad de luz. Por otro lado, en la 

exploración se detectan simultáneamente todas las longitudes de onda y el FTIR 

logra la misma relación espectral señal-ruido de un espectrómetro dispersante en 

menos de 1 segundo. Otra ventaja es la denominada ventaja del registro o de 

Conne, la cual permite determinar con precisión y exactitud la posición de 

muestreo utilizando un láser interno de referencia. Otras ventajas derivan de esto, 

incluyendo rápido tiempo de exploración, alta resolución, alta exactitud en el 

número de onda, gran intervalo de exploración y alta sensibilidad. 
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3.3.3 Reflectancia total atenuada  

La reflectancia total atenuada es una de las técnicas de muestreo más usadas 

en la espectroscopia infrarroja. Cuando un haz de infrarrojo viaja de un medio de 

índice de refracción muy alto a un medio de índice de refracción bajo (muestra), 

una cierta cantidad de la luz es reflejada de nuevo en el medio de bajo índice de 

refracción, en un ángulo de incidencia particular, casi la totalidad de las ondas de 

luz se refleja de vuelta, este fenómeno se llama reflexión interna total (Ver figura 

N°3).    

En esta condición, una cierta cantidad de la energía de la luz se escapa del cristal 

y se extiende una pequeña distancia (0.1-5 micrómetros) más allá de la superficie 

en forma de ondas, a esta onda invisible se le llama onda evanescente. La 

intensidad de la luz reflejada se reduce o atenúa en este punto, este fenómeno 

se llama reflectancia total atenuada, pero el ángulo de la luz incidente y la 

geometría del cristal facilitan que se produzcan sucesivas reflexiones en sus 

caras internas. La muestra se aplica sobre el cristal ATR y una cierta cantidad de 

la radiación IR proveniente de la fuente penetra más allá del cristal y es absorbida 

por la muestra, esta absorción se traduce en el espectro IR de la muestra.   

Esta técnica de muestreo es muy efectiva para el análisis de sólidos y líquidos, 

sin importar el espesor de las muestras y sin pretratamiento alguno.  Para obtener 

medidas adecuadas es necesario un contacto íntimo entre la muestra y el cristal 

del ATR. En muchas de las aplicaciones de la reflectancia total atenuada, se 

utilizan celdas verticales, sin embargo, esto provoca problemas para alcanzar un 

contacto uniforme entre la muestra y el cristal; además, el análisis de pastas, 

geles y líquidos es casi imposible debido a la posición del accesorio. Para evitar 

esto, se ha desarrollado el accesorio de ATR con cristal horizontal (HATR), el 

cual mantiene la muestra en contacto íntimo y uniforme en una posición 

horizontal, lo que permite el análisis de todo tipo de materiales.  
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La técnica HATR produce espectros infrarrojos altamente reproducibles y de 

buena calidad, sobre todo si existe un buen contacto entre la muestra y el cristal 

de selenuro de zinc.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°3. Reflexión total interna y cristal de reflexión interna (SeZn) utilizando   
el sistema HATR.  

 

 

3.3.4 Usos de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier  

En la actualidad, las técnicas espectroscópicas han llegado a ser consideradas 

como herramientas de análisis atractivas y prometedoras en pruebas realizadas 

para la investigación, el control o los laboratorios industriales, por ser una 

tecnología rápida, barata, sensible y no destructiva, usada para el análisis de 

salida de componentes alimenticios. Es por ello que la espectroscopia es cada 

vez más considerada por los analistas como una solución obvia.   

Los avances de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

en cuanto a la instrumentación, el uso extensivo de las computadoras y el 

desarrollo de procedimientos adecuados de quimiométria han hecho posible 

extraer información relacionada con la composición y estructura de componentes 

alimenticios provenientes del  espectro. Algunas de las áreas generales de 

aplicación en los alimentos incluyen: el estudio de las interacciones entre sus 

componentes, la cuantificación de los nutrientes y otros compuestos específicos, 
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la caracterización estructural de las moléculas, la determinación de la calidad de 

las materias primas y aditivos y la detección de la adulteración o autenticidad de 

los alimentos. 

En el área de productos grasos y aceites comestibles algunos estudios 

empleando FTIR son los siguientes: ha sido usada para clasificar muestras de 

aceites, mantequilla y margarina en función del grado de esterificación e 

instauración; para determinar el contenido de grasa total y humedad en 

mantequilla y en productos como mayonesa y mantequilla de maní;  para 

cuantificar el contenido de ácidos grasos trans totales en mantequilla, en 

margarina y en productos de panificación; para caracterizar mantequilla, aceite 

de soya y manteca. También se ha determinado el perfil de ácidos grasos en 

grasas y aceites vegetales, en leche  y en carne de cerdo. Se ha monitorizado la 

formación de ácidos grasos trans en grasas hidrogenadas sometidas a altas 

temperaturas;  se  han estudiado  cambios  en el  índice de  peróxido,  ácidos  

grasos  libres  y densidad de aceites para freído; se han evaluado impurezas en 

aceites vegetales refinados; se ha determinado la eficiencia de antioxidantes en 

aceite de girasol y verificado la autentificación de aceites vegetales, entre otros 

muchos estudios.  

En otros productos grasos se ha determinado grasa, humedad, proteínas y 

lactosa en leche y el contenido de colesterol en productos lácteos; se ha 

estudiado la cuantificación de aceites esenciales de varios cítricos y se ha 

estudiado la clasificación y detección de adulterantes en aceites utilizados como 

suplementos dietéticos.  

En general en el sector alimentario se han analizado con éxito diversos alimentos 

como carnes, quesos, vinos, vinagre, café, chocolate, mieles, azucares, jugos de 

frutas, cereales, entre otros.  
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3.4 VALIDACION.  

3.4.1 Definición (6) 

Frecuentemente, los laboratorios tanto del sector químico, industrial, 

farmacéutico y ambiental manifiestan la necesidad de implementar sistemas que 

puedan asegurar la calidad establecida bajo normas internacionales, con el 

propósito de lograr los niveles más elevados de confiabilidad, tanto en materiales, 

equipos, metodologías y en calidad de los datos que se generan a partir de ellos. 

Uno de los elementos primordiales que proveen calidad a los laboratorios es el 

empleo de métodos analíticos validados. La validación de métodos analíticos es 

el proceso por el cual demuestra por estudios de laboratorio que la capacidad del 

método satisface los requisitos para la aplicación analítica deseada; es decir 

cumple con su propósito. Por lo que la validación de métodos analíticos según la 

Norma Salvadoreña ISO/IEC17025:2005 contiene los requisitos generales para 

la competencia de laboratorios de prueba y calibración. 

Ya que la validación es establecida por medios de estudios experimentales, que 

demuestran científicamente que el procedimiento analítico posee las 

características de desempeño adecuadas, para dar cumplimiento a los 

requerimientos de las aplicaciones analíticas adecuadas. 

En función de la aplicación analítica de un método los parámetros de desempeño 

a estudiar pueden ser: 

- Precisión/adecuabilidad del sistema 

- Linealidad del sistema 

- Especificidad o selectividad 

- Exactitud y repetibilidad 

- Linealidad del método 

- Precisión del método o precisión intermedia 

- Estabilidad analítica de la muestra 
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- Límite de detección 

- Límite de cuantificación 

- Robustez 

- Tolerancia. 

 

3.4.2 Parámetros de desempeño.  

a) Exactitud 

La exactitud de un procedimiento analítico expresa la proximidad entre el valor 

que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de 

referencia y el valor experimental encontrado. 

No debe confundirse la exactitud y precisión. Pues la precisión está relacionada 

con la dispersión de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicación de 

lo cerca que esta el valor verdadero. Para que un método sea exacto requiere de 

un cierto grado de precisión. 

Para definición de exactitud surge el principal problema de cuál es el valor 

aceptado como verdadero de un determinado analito; el valor verdadero en 

muchos casos se desconoce, pero cuando se disponen de patrones de referencia 

certificados, el valor de dicho patrón es el que se acepta como verdadero, por lo 

que la exactitud puede evaluarse aplicando el método sobre dicho patrón. 

La exactitud experimentalmente se establece a través del rango especificado en 

el procedimiento analítico, pudiendo ser evaluado con un mínimo de tres niveles 

de concentración cada uno por triplicado y debiendo ser reportado su resultado 

como porcentaje de recobro de la cantidad del estándar de referencia o por la 

diferencia entre el porcentaje promedio del ensayo y el valor aceptado como 

verdadero. 
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b) Precisión 

La precisión expresa el grado de concordancia entre una serie de medidas y 

tomas múltiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones 

prescritas. 

El objetivo de estudiar la precisión en un método es conocer la variabilidad que 

pudiera haber en el mismo, esta variabilidad pudiera deberse a errores inherentes 

al método de ensayo, entre los factores que influyen en las causas de error sobre 

los resultados podemos tener: error del analista, error del equipo o instrumental, 

error causado por reactivos, etc. De aquí la importancia de estudiar este 

parámetro. En la precisión se puede considerar tres niveles: repetibilidad, 

precisión intermedia, reproducibilidad. 

- Repetibilidad: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de 

análisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas, en un 

mismo laboratorio y en un periodo corto.  

- Precisión intermedia: estudia la variabilidad del método efectuando una 

serie de análisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas 

diferentes y en un mismo día. La precisión del método analítico se expresa 

generalmente como el coeficiente de variación (CV) de una serie de medidas 

de igual manera que la repetibilidad. 

- La reproducibilidad: estudia la variabilidad del método bajo condiciones 

operativas diferentes y en distintos laboratorios. 

La precisión se determina con el cálculo de la desviación estándar relativa o 

coeficiente de variación, y se expresa dando el valor medio obtenido junto con el 

mas-menos de la variabilidad de los resultados. 
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c) Linealidad 

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son 

directamente proporcionales a la concentración del analito en la muestra dentro 

de un rango establecido. 

Siempre que sea posible se buscará una respuesta de tipo lineal que facilitará su 

trazado, interpolación e interpretación, para lo cual se espera obtener resultados 

de prueba que sean directamente proporcionales del analito en muestra. Por lo 

que se evalúa tanto por inspección visual de un gráfico respuesta analítica versus 

concentración del analito, como también por métodos estadísticos como: 

regresión lineal, coeficiente de  determinación, intervalo de confianza de la 

pendiente, intervalo de confianza de la ordenada al origen y el coeficiente de 

variación de regresión. 

d) Intervalo 

Se define como intervalo la concentración superior e inferior del analito para el 

cual se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y la linealidad del método 

descrito. 

El intervalo se expresa normalmente en las mismas unidades que los resultados 

de las pruebas, obtenidos mediante el método analítico. 

e) Especificidad 

La especificidad es la capacidad de un método analítico para medir o cuantificar 

simultáneamente o separadamente los analitos de interés de forma inequívoca, 

en presencia de otras sustancias químicas que pueden estar presentes en la 

muestra. Puesto que es muy difícil declarar que no exista interferencia en la 

determinación de un analito, pues existe la posibilidad de encontrar alguna 

sustancia, desconocida, que interfiera. 
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En este estudio, como norma general, se comparan los resultados de los análisis 

de muestras con o sin analito en presencia o ausencia de impurezas. Y los 

resultados del estudio se vinculan principalmente al origen de la muestra, su 

preparación y las condiciones instrumentales, por lo que cualquier cambio en 

estos factores supone reconsiderar el estudio antes realizado. 

f) Límite de detección.  

Se entiende por límite de detección a la mínima cantidad de analito en la muestra, 

que se puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas 

condiciones experimentales. 

Este término no debe confundirse ni asociarse con el de sensibilidad, puesto que 

este método de análisis se utiliza para discriminar pequeñas concentraciones o 

masas de analitos. 

Lo que se pretende alcanzar con el límite de detección es que el método es 

realmente capaz de detectar la concentración límite, por medio de una señal que 

se medirá con certeza, pudiendo detectar su presencia sin incurrir en falsos 

positivos. 

La concentración del analito que, cuando se procesa a través del método 

completo, produce una señal con una probabilidad del 99% de ser diferente del 

blanco. Para siete réplicas de la muestra, la media debe ser 3,14 veces superior 

al blanco. 

g) Límite de cuantificación.  

Se entenderá por límite de cuantificación la mínima cantidad de analito presente 

en la muestra, que se puede cuantificar, bajo condiciones descritas, con una 

adecuada precisión y exactitud. 
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El valor límite cuantitativo es únicamente indicativo y normalmente no debe 

usarse para tomar decisiones. 

h) Robustez 

La robustez de un método analítico es la medida de sus capacidades para 

permanecer inalterado ante pequeñas pero deliberadas variaciones en ciertos 

parámetros, proporcionando fiabilidad durante el empleo en rutina.  

Se recomienda llevar acabo la robustez en el desarrollo del método y no en la 

validación propiamente dicha, pues puede caerse en el error de validar un método 

que sea poco robusto, incurriendo malos resultados y pérdida de tiempo y dinero, 

por lo que es recomendable  realizar un estudio de robustez donde los márgenes 

en los que el método es robusto puedan estos incluirse como parte final del 

método, dotándolo así de una cierta flexibilidad. 

3.4.3 Documentación 

a) Protocolo de validación 

Cuando se realiza la validación de un método analítico es necesario contar con 

la documentación que sea capaz de evidenciar un objetivo, definición del sistema 

a validar, identificación de los parámetros, diseño del plan experimental y criterios 

de aceptación. Este debe ser específico para determinado método; debiendo ir 

firmado y fechado por las personas responsables de la validación y aprobación 

del mismo. 

El esquema de un protocolo de validación puede incluir los puntos siguientes:  

- Objetivo: finalidad de la validación. 

- Responsables: relación de las personas que llevan a cabo las validación y 

de las que la aprobarán. 
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- Parámetros a estudiar: los parámetros se seleccionan en función de las 

características de la muestra, tipo de método analítico y rango de 

concentración del analito. (Ver Anexo N° 1) 

- Muestra(s): el muestreo se realizará de acuerdo con procedimientos escritos, 

en los cuales se indicarán los sistemas de identificación y tratamiento previo 

de las muestras. 

- Equipo(s): se han de identificar los equipos implicados en el proceso de 

validación y comprobar que están convenientemente calificados, reflejando 

esto en el informe de validación. 

- Referencia: especifica el material bibliográfico del cual fundamenta el 

proceso. 

- Métodos analíticos: existirían métodos que describen el procedimiento para 

la determinación de los parámetros a evaluar, con indicación de reactivos, 

patrones, materiales, técnicas y cálculos. 

- Criterios de aceptación: se establecerán para cada uno de los parámetros y 

estarán basados en las necesidades o la finalidad del método y en la 

información recogida en la fase de desarrollo del procedimiento analítico. 

- Registro de resultados: este incluirá el número de muestras, fecha del 

análisis, así como también el analista que realizará el parámetro, absorbancia 

correspondiente al número de muestra en estudio y la concentración de 

muestra de la misma. 

 

b) Informe de validación 

El contenido del informe de validación debe abarcar los siguientes datos: título, 

resultados, análisis de resultados, cuadro comparativo con criterios de 

aceptación y conclusiones.  
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IV. DISEÑO METODOLOGICO 

4.1  TIPO DE ESTUDIO: 

Retrospectivo: porque este trabajo ha sido fundamentado y desarrollado 

tomando como referencia investigaciones anteriores. 

Prospectivo: porque los resultados podrán ser utilizados para futuras 

investigaciones. 

Experimental: las muestras recolectadas serán analizadas en el Laboratorio 

Fisicoquímico de Aguas de la Facultad de Química y Farmacia de la Universidad 

de El Salvador. 

Dirigido: porque es específico para las muestras que podrían presentar grasas 

trans en su composición. 

 

4.2  INVESTIGACIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Se llevó a cabo la consulta y revisión de información en libros y trabajos de 

investigación y revistas con temas relacionados en: 

- Biblioteca Dr. Benjamín Orozco de la Facultad de Química y Farmacia de la 

Universidad de El Salvador (UES)  

- Biblioteca central de la Universidad de El Salvador 

- Biblioteca P. Florentino Idoate, S. J. de la Universidad José Simeón Cañas 

(UCA) 

- Biblioteca de la Universidad Salvadoreña Alberto Masferrer (USAM) 

- Biblioteca de la Universidad Dr. José Matías Delgado  

- Biblioteca de la Universidad Dr. Andrés Bello (UNAB) 

- Biblioteca Rafael Meza Ayau de la Universidad Don Bosco 

- Internet 

 

 

 



 

48 

 

4.3  INVESTIGACIÓN DE CAMPO 

A. Universo: 

Lo constituyen las tres marcas de margarina que dieron positivo a grasas 

trans en la investigación Adecuación del Método de Espectroscopia Infrarroja 

en la Identificación de Grasas Trans en Margarina. 

 

B. Muestra: 

La muestra se seleccionó tomando un lote al azar, de cada una de las marcas 

de margarinas Cremy vitaminada, Suly y Dany, que presentaron resultado 

positivo a ácidos grasos trans en el trabajo de graduación: Adecuación del 

Método de Espectroscopia Infrarroja en la Identificación de Grasas Trans en 

Margarina. Además se seleccionó una marca de margarina que no presento 

el pico característico de ácidos grasos trans. 

 

4.4  PARTE EXPERIMENTAL 

Para el análisis experimental, se utilizó el procedimiento que tiene su 

fundamento en el método oficial para cuantificar grasas trans de la 

Asociación Americana de Químicos Analistas (AOAC). (Ver Anexo N°2) 

 

4.4.1 Toma de muestra:  

Se tomó la muestra seleccionando al azar, de cada una de las marcas 

Cremy, Suly y Dany. 

Las muestras se identificaron con una tarjeta (ver Figura N°4). Las muestras 

recolectadas se transportaron desde los supermercados hasta el laboratorio 

fisicoquímico de aguas de la Facultad de Química y Farmacia de la 

Universidad de El Salvador, en un depósito hermético y en condiciones 

equivalentes a la temperatura de 4 ± 2°C para conservar hasta donde fuese 

posible las características cualitativas y cuantitativas del producto.   
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                   Figura N°4.  Etiqueta para identificación de muestra 

 

4.4.2  MATERIALES Y EQUIPOS 

- Equipo de Espectrofotometría Infrarroja Shimadzu IR-Affinity  

- Unidad de Reflectancia Total Atenuada (ATR)  

- Pipeta serológica de boca ancha  

- Goteros  

- Baño de maría Precitherm PFV  

- Termómetro  

- Tubos de boca ancha de 50 mL  

- Probetas de 10 mL  

- Celda de bromuro de potasio (KBr)  

- Jeringa de tuberculina  

- Gradilla  

- Espátulas  

- Micropipeta  

 

4.4.3 REACTIVOS: 

- Estándares: Trioleina (Ver anexo N0 3) como estándar negativo, Trielaidina 

(Ver anexo N0 4) como estándar positivo. ( Ver figura N0 5) 

MARCA: 
LOTE: 
PRESENTACIÓN: 
FECHA DE VENCIMIENTO: 
SUCURSAL: 
FECHA DE MUESTREO: 
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              Figura N° 5. Imagen de estándar de Trioleina y Trielaidina 

 

- Solventes: etanol (para limpieza del cristal de la unidad ATR) y acetona grado 

ACS (para limpieza de celda de bromuro de potasio) 

 

4.4.4 EVALUACIÓN DE PARÁMETROS DE DESEMPEÑO 

En la siguiente tabla se presentan los parámetros de desempeño que han sido 

evaluados en la investigación con sus respectivos criterios de aceptación, estos 

criterios deben de mantenerse a lo largo de toda la validación y cualquier cambio 

debe de ser justificado. 

 

Tabla N°2. Cuadro de resumen de los parámetros de desempeño a evaluar para        
la cuantificación de grasas trans en margarina. 

PARÁMETRO DETERMINACIÓN ESPECIFICACIÓN(13) 

LINEALIDAD 

Concentraciones 
del estándar 

Número de 
determinaciones 

-  Rango lineal 
-  Análisis de regresión que   
   demuestre tener: 
-  Coeficiente de determinación       
   (r2) : > 0.98 
-  Desviada al origen: < 5.0% 

Valoración 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 
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Tabla N° 2. Continuación 
PARÁMETRO DETERMINACIÓN ESPECIFICACIÓN(13) 

PRECISION DEL 
SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 
preparación del estándar al 100% 

Coeficiente de variación en cuanto 
a: Factor de respuesta : < 5.0 % 

PRECISION 
DEL METODO 
Con Producto 

6 determinaciones: Cada una consiste 
de un estándar y una muestra preparada  
al 100% de la concentración teórica 

Coeficiente de variación de: 
Principios activos (concentración 
de muestra): ≤ 5.0% 

EXACTITUD 
(RECOBRO) 

Cantidades del analito, se añaden a la 
matriz (al 100% de su peso establecido 
en el método), para obtener niveles del 
80%, 100% y 120% de la concentración 
teórica de la sustancia. 
La exactitud es expresada como un 
porcentaje de la cantidad recuperada. 
Número de determinaciones: 9 (3 por 
cada nivel de concentración) 
3 determinaciones de estándar al 100% 

 
- Porcentaje de recobro: del  97.0%  
al   105.0% 

- Coeficiente de variación: ≤ 5.0% 
- Desviación estándar: ≤ 5.0% 
 
 

PRECISION 
INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 
precisión del método, utilizando como 
muestra el mismo lote del producto 
terminado, en dos días diferentes y en 
equipos diferentes 

Coeficiente de variación : ≤ 5.0% 
Prueba de Fisher:  Comparar La F 

calculada con la F tabulada 

 

a. LINEALIDAD 

Procedimiento: Se prepararon soluciones de los Estándares: trioleina y 

trielaidina, las concentraciones fueron del 0.0% al 50%. La concentración central 

fue igual a la preparación del  estándar positivo 5% (límite máximo de grasas 

trans en margarina dada por el CODEX alimentario(13), se realizaron 3 

determinaciones de cada nivel de concentración de estándar, para sacar  la curva 

de calibración. Las concentraciones de los estándares de calibración  se 

prepararon como se indican a continuación: 

- Las valoraciones con las que se evaluó  el estándar positivo fueron de: 0.0%, 

0.5%, 1.0%, 5.0%, 10.0%, 20.0%, 30.0%, 40.0%  y 50.0% de la concentración 

de prueba. Para la preparación de estas soluciones se tomó que nuestro 

100.0% era equivalente 0.3000 g( mezcla de estándar positivo y negativo) a 

partir de esto las soluciones se prepararon de la siguiente manera: 



 

52 

 

                       0.3000 g                  100.0%   
                                   x                             5.0% 

                                      x=0.0150 g 

Se pesó 0.0150 g de estándar positivo (para el nivel de concentración del 5%) y 

se completó el peso a 0.3000 g con el estándar negativo. De esta manera se 

prepararon los diferentes niveles de concentración de estándar para obtener la 

curva de calibración. 

Con los datos obtenidos se calculó la estadística de la regresión y se obtuvo la 

curva de calibración correspondiente para estándar positivo, utilizando el 

software IR Solution de Shimadzu. 

Fórmula utilizada para cálculo del coeficiente de determinación (r2): 

Dónde: 

x: Concentración de la solución estándar 

y: Respuesta de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones 

 
 
 

Fórmula utilizada para el cálculo de la pendiente (b1): 

Dónde: 

x: Concentración de la solución estándar 

y: Respuesta de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones 
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Fórmula utilizada para  el cálculo de la pendiente al origen (b0): 

Dónde: 

           x: Concentración de la solución estándar 

           y: Respuesta de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones 

 

b. PRECISION DEL SISTEMA 

Procedimiento: 

- Se prepararon  de acuerdo a la técnica de análisis 6 soluciones de estándar al 

100% y se hicieron 6 determinaciones consecutivas en el equipo.  

- Para la preparación de estas soluciones se tomó que nuestro 100% era 

equivalente 0.3000 g( mezcla de estándar positivo y negativo) a partir de esto 

las soluciones se prepararon de la siguiente manera: 

                      0.3000 g                  100.0%   
                                   x                            5.0% 

                                      x=0.0150 g 

Se pesó 0.0150 g de estándar positivo (estándar 100%) y se completó el peso a 

0.3000 g con el estándar negativo. 

 

- Se calculó la desviación estándar y el coeficiente de variación de las 

determinaciones obtenidas. 

 

Fórmula usada para cálculo de la desviación estándar (S): 
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Dónde: 

y: Concentración de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones   

 

 

Fórmula usada para el cálculo del coeficiente de variación  (CV): 

Dónde:     

     S: Desviación estándar 

          ȳ: Media de la concentración de la solución estándar 

 

                    

c. PRECISIÓN DEL METODO 

Para la precisión del método se realizaron 6 determinaciones del estándar al 

100% y 6 determinaciones de muestra de cada marca de margarina en 

estudio. 

 

Procedimiento: 

- Se prepararon de acuerdo a la técnica de análisis, 6 determinaciones del 

estándar (trioleina, trielaidina) al 100% de la concentración teórica. Esta 

solución fue preparada igual que en la precisión del sistema. 

- Se prepararon 6 determinaciones de muestra, dividiendo una barra de 

margarina en seis partes iguales y se procedió a su tratamiento como se indica 

en el Anexo N°5  

- Se procedió a realizar la lectura de cada una de las soluciones comenzando 

con un estándar y posteriormente 6 soluciones de muestra, hasta terminar la 

serie. 
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- Se procedió a calcular la desviación estándar y el coeficiente de variación de 

las determinaciones obtenidas. 

 

Fórmula usada para cálculo de la desviación estándar (S): 

Dónde: 

y: Concentración de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones   

 

Fórmula usada para el cálculo del coeficiente de variación  (CV): 

Dónde:     

     S: Desviación estándar 

          ȳ: Media de la concentración de la solución estándar 

 

d. PRECISION INTERMEDIA 

Procedimiento: 

- Se prepararon  de acuerdo a la técnica de análisis, 6 determinaciones del 

estándar al 100% de la concentración teórica. Estas soluciones fueron 

preparadas igual q la precisión del sistema. 

- Se prepararon 6 determinaciones muestra, dividiendo una barra de margarina 

en seis partes iguales y se procedió a su tratamiento como se indica en el 

anexo N° 5.  

- Se realizó una determinación de cada solución alternando estándar y muestra, 

comenzando con un estándar, hasta terminar la serie. 

Esta prueba se realizó por cada uno de dos analistas, utilizando como muestra 

el mismo lote de margarina, y se realizaron las determinaciones en 2 días 
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diferentes. Los datos del analista uno, día uno, fueron tomados de los resultados 

obtenidos en la precisión del método, para ser comparados con los datos del 

analista dos, día dos, que corresponden a los obtenidos en la precisión 

intermedia. 

 

De igual manera para el ensayo de la precisión intermedia se aplicó el ensayo de 

Fisher para determinar si existían diferencias significativas entre los resultados al 

variar las condiciones de análisis. Se calculó la desviación estándar y el 

coeficiente de variación de las determinaciones obtenidas. 

 

Fórmula usada para cálculo de la desviación estándar (S): 

Dónde: 

y: Concentración de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones   

 

Fórmula usada para el cálculo del coeficiente de variación  (CV): 

Dónde:     

     S: Desviación estándar 

          ȳ: Media de la concentración de la solución estándar 

 

e. EXACTITUD (RECOBRO) 

Procedimiento: 

- Se prepararon  3 mezclas de estándar (trioleina, trielaidina) al 100% de la 

concentración teórica. Para la preparación de estas soluciones se tomó que 
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nuestro 100% era equivalente 0.3000 g (mezcla de estándar positivo y 

negativo) a partir de esto las soluciones se prepararon de la siguiente manera: 

 
                      0.3000 g                  100.0%   

                                   x                            5.0% 
                                       x= 0.0150 g 

Se pesó 0.0150 g de estándar positivo (estándar 100%) y se completó el peso a 

0.3000 g con el estándar negativo. 

 

- Se prepararon por triplicado las siguientes soluciones de prueba, tomando en 

cuenta la concentración teórica en el producto terminado: 

 

Matriz + estándar positivo al   80%   

Para la preparación de estas soluciones se tomó que nuestro 100% era 

equivalente 0.3000 g (mezcla de estándar positivo y matriz) a partir de esto las 

soluciones se prepararon de la siguiente manera: 

 
                      0.3000 g                  100.0%   

                                   x                           4.0% 
                                      x= 0.0120 g 

Se pesó 0.0120 g de estándar positivo (estándar 80.0%) y se completó el peso a 

0.3000 g con la matriz. 

 

Matriz + estándar positivo al 100%   

Para la preparación de estas soluciones se tomó que nuestro 100% era 

equivalente 0.3000 g (mezcla de estándar positivo y matriz) a partir de esto las 

soluciones se prepararon de la siguiente manera: 

 
                      0.3000 g                  100.0%   

                                   x                           5.0% 
                                      x= 0.0150 g 
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Se pesó 0.0150 g de estándar positivo (estándar 100%) y se completó el peso a 

0.3000 g con la matriz. 

 

Matriz + estándar positivo al 120%   

Para la preparación de estas soluciones se tomó que nuestro 100% era 

equivalente 0.3000 g (mezcla de estándar positivo y matriz) a partir de esto las 

soluciones se prepararon de la siguiente manera: 

 
                      0.3000 g                  100.0%   

                                   x                            6.0% 
                                    x= 0.0180 g 

Se pesó 0.0180 g de estándar positivo (estándar 120%) y se completó  el peso a 

0.3000 g con matriz. 

 

Se realizó una determinación de cada solución, de acuerdo a la siguiente 

secuencia: 

- Estándar 1 

- Muestra   80% 

- Muestra 100% 

- Muestra 120% 

Hasta terminar las 3 series 

 

Cálculos: se realizaron los cálculos para cada serie de muestras con referencia 

al estándar respectivo, comparando el valor real obtenido con el valor teórico 

esperado. Se calculó la desviación estándar y el coeficiente de variación  

correspondiente, utilizando las fórmulas presentadas en precisión del método y 

linealidad.  
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Fórmula usada para cálculo de la desviación estándar (S): 

Dónde: 

y: Concentración de la solución estándar 

n: número de determinaciones o mediciones   

 

 

Fórmula usada para el cálculo del coeficiente de variación  (CV): 

Dónde:     

     S: Desviación estándar 

          ȳ: Media de la concentración de la solución estándar 

 

La exactitud fue calculada como el porcentaje de recobro de la cantidad conocida 

del estándar positivo agregado a la matriz, tomando en cuenta el nivel de 

porcentaje utilizado. 

 

4.4.5 ANALISIS DE MUESTRA Y ESTANDAR EN IR. (Ver Anexo N°5) 

Parte I: Tratamiento de muestras de margarina (14) 

- Se tomó una cantidad de la muestra desde su empaque primario con una 

espátula y se colocó en un tubo de boca ancha de 50 mL. 

- Se trató la muestra de la siguiente manera: se colocó el tubo de ensayo 

donde se encuentra la muestra en un baño de maría Precitherm y se controló 

con un termómetro que la temperatura se encuentre a 62°C ± 2°C, hasta la 

fundición y separación de las fases. 

100*
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- Se tomó una pequeña cantidad de muestra fundida y se colocó en la                

celda. 

- Se procedió a leer en un espectrofotómetro IR a una longitud de onda de   

966 cm-1 cada una de las muestras que serán analizadas. 

 

Parte II: Tratamiento de los estándares. 

- Se quebraron con cuidado, las ampollas que contenían los  estándares y se 

extrajo con una jeringa de tuberculina un equivalente a 50 μL. 

- Se procedió a pesar el estándar de Trioleina y Trielaidina según se requería 

en cada una de las pruebas que se llevaron a cabo en un tubo de bocas 

ancha. 

- Se colocó  el tubo con el estándar en un baño de maría Precitherm y se 

controló con un termómetro que la temperatura se encontrara entre               

62°C ± 2°C, hasta que se fundiera completamente. 

- Se tomó una pequeña cantidad de muestra fundida y se colocó en la celda. 

- Se procedió a leer en un espectrofotómetro IR a una longitud de onda de 966 

cm-1 cada una de los estándares analizados. 

 

Parte III: Obtención de los espectros Infrarrojos 

- Se encendió el espectrofotómetro IR y la computadora. 

- Se inició el programa IR-Solution. 

- Se conectó el computador por medio del programa con el espectrofotómetro 

IR utilizando el comando “Measure”, comando “Admin”, inicializar. Dejar un 

tiempo de equilibrio de 15 minutos. 

- Se permitió que el programa registrara las condiciones del equipo y que 

reconociera automáticamente el accesorio ATR. 

- Se dejó correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo con la unidad 

ATR armada sin muestra como sigue: utilizando el comando “Measure” y 

presionar “BKG” para obtener el espectro blanco (Background). 
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- Se tomó una pequeña cantidad de la muestra/estándar fundida. 

- Se colocó la muestra distribuida uniformemente en el cristal de la celda y se 

acopló a la unidad ATR del equipo infrarrojo Shimadzu IR-Affinity. 

- Se analizaron las muestras presionando el comando “Measure”, se colectó la 

información de la muestra en el espacio 2coment” y se presionó en “sample” 

para obtener el espectro correspondiente para identificar la muestra de los 

4000 a los 500 cm-1. 

- Se limpió la celda con un pañuelo suave y luego con un algodón impregnado 

de alcohol. 

- Se compararon los espectros obtenidos con el estándar positivo y negativo 

recabado (ver procedimiento parte II). 

- Se observó que si existe la presencia de la deformación del enlace C=C del 

isómero trans por la flexión C-H fuera del plano que aparece cercano a los       

966 cm-1. 

 

Parte IV: Cuantificación de grasas trans 

- Después del tratamiento de muestras y estándares y sus respectivas 

determinaciones en el equipo de Espectrofotometría Infrarroja Shimadzu IR- 

Affinity se procedió al cálculo utilizando el software IR Solution de Shimadzu, 

de la siguiente manera: arrastrando cada uno de los data de cada espectro 

obtenido  hacia la tabla de cuantificación con su respectiva curva de 

calibración de estandares dada por el software, obteniendo asi los resultados 

de la concentración de grasas trans en margarina.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO V 

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS 
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V.  RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS 

 

Para realizar la propuesta de validación del método de espectroscopia infrarroja 

para la cuantificación de grasas trans en margarina basado en la metodología 

oficial de la Asociación Oficial de Químicos Analistas (AOAC), el cual se adecuó 

a las condiciones del Laboratorio Fisicoquímico de Aguas de la Facultad de 

Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador.   

 

Se inició con una investigación bibliográfica, consultando libros oficiales y no 

oficiales, documentos, internet para la recopilación de toda la información de 

interés, generalidades de validación de métodos analíticos, guías metodológicas 

para validar, documentos a realizar en la validación de un método analítico. A 

continuación se muestran los resultados. 

 

5.1  DETERMINACIÓN DE LINEALIDAD DEL MÉTODO 

La linealidad del método es la capacidad de un método de análisis, dentro de un 

determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que 

sean proporcionales a la cantidad del analito que  habrá de determinar en la 

muestra de laboratorio. 

 

En la tabla N° 3 se muestra el intervalo de concentración encontrado (mg/mL) de 

los estándares Trioleina como estándar negativo y el de Trielaidina como 

estándar positivo, así mismo la intensidad en absorbancia, las cuales 

corresponden a los principales ácidos grasos trans presentes en los estándares 

utilizados. En el Anexo N°6, se encuentran los cálculos para determinar la 

linealidad. 
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   Tabla N° 3. Tabla de  resultados de la linealidad del método 

N° 
Concentración % 

(X) 

Intensidad de la señal Abs 

(y) 
x2 y2 xy 

1 0.0 0.100 0.00 0.010 0.000 

2 0.5 0.107 0.25 0.011 0.054 

3 1.0 0.105 1.00 0.011 0.105 

4 5.0 0.130 25.00 0.017 0.650 

5 5.0 0.145 25.00 0.021 0.725 

6 10.0 0.189 100.00 0.036 1.890 

7 20.0 0.296 400.00 0.088 5.920 

8 30.0 0.389 900.00 0.151 11.670 

9 40.0 0.451 1600.00 0.203 18.040 

10 50.0 0.557 2500.00 0.310 27.850 

11 50.0 0.544 2500.00 0.296 27.200 

Σ 211.5 3.013 8051.25 1.155 94.10 

Σ2 44732.3 9.078    

N 11     

Promedio  0.274    

 

- Pendiente (b1): es igual a 0.009, el coeficiente b1 es la pendiente de la recta: 

el cambio medio que se produce con las absorbancias de los estándares (y) 

por cada una de las concentraciones de estándares (x). 

- Ordenada al origen (b0): es igual a 0.099,  la ordenada al origen nos indica 

donde corta la función lineal y que tan cercano al origen es el rango lineal. 

- Coeficiente de determinación (r2): es igual 0.997 lo que significa que el 

99.7% de la variación de la variable dependiente (absorbancia) se explica por 

la variable independiente (concentración). 

- Criterio de aceptación: el coeficiente de determinación r2 es ≥ 0.98.  

 

El valor del coeficiente de determinación r2 obtenido indica que el 99.705 de la 

variación de la variable dependiente se explica por la variable independiente. Lo 

que indica un muy buen grado de relación entre la variable dependiente e 

independiente, por lo que existe una alta probabilidad de correlación.  

A partir de los datos anteriores se obtuvo la curva de calibración (Ver Anexo N°7). 

Con el fin de determinar el rango lineal, se realizó un gráfico de concentración 
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versus respuesta, que se conoce como Función Respuesta normalmente llamada 

curva de calibración. Se estableció con una cierta cantidad de valores formados 

por un blanco y las diferentes concentraciones de analito de valor teórico 

conocido cubriendo así el intervalo de trabajo.  

 

En este sentido se abarcaron valores desde el cero y valores superiores al valor 

de interés. El número de puntos a analizar fueron establecidos tomando como 

base la determinación total de ácidos grasos trans por espectroscopia infrarroja. 

 

Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento de la curva y 

establecer cualitativamente el rango lineal. 

 

 

 

 

 

 

Figura N°6. Recta de regresión ajustada (Estándares Trioleina como estándar 
negativo y Trielaidina como estándar positivo)  

- Se observa que la recta de regresión del gráfico, se ajusta a una línea recta 

cuya ecuación es y=0.0091x + 0.0994 (y=mx+b) 

- Se observa que el resultado de coeficiente de variación (CV) de regresión fue 

igual a 3.8464. 

- No se incluye cero en la regresión lineal. 
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- Discusión de los resultados de linealidad del método 

Los resultados del estudio de linealidad del método realizado muestra un 

coeficiente de determinación superior al exigido por la guía de validación de 

métodos de análisis del consejo nacional de ciencia y tecnología CONACYT, este 

fue de  r2=0.997 (criterio de aceptación r2 debe ser mayor o igual a 0.98), lo cual 

demuestra con el valor del coeficiente de determinación  obtenido es cercano a 

la unidad, la existencia de correlación, así como el grado de relación entre las 

variables concentración y respuesta detectada por el equipo empleado. También 

el coeficiente de variación fue inferior al normado como máximo para este 

indicador: 3.84% donde el criterio de aceptación es de menor o igual a 5%, ambos 

son considerados estimadores puntuales que permiten caracterizar la 

variabilidad. El valor obtenido del CV permite demostrar que existe variabilidad 

en la relación respuesta y concentración para cada nivel evaluado. Se demuestra 

con los resultados la linealidad del método propuesto para la cuantificación de 

ácidos grasos trans en margarina.  

 

5.2  DETERMINACION DE LA PRECISION DEL SISTEMA 

Se prepararon 6 estándares al 100.0% de acuerdo a la técnica de análisis para 

determinar la precisión del sistema. Las 6 soluciones de estándar se leyeron en 

el equipo consecutivamente, posteriormente se calculó la desviación estándar 

para las seis determinaciones. 

Los resultados obtenidos indican que el sistema es preciso, ya que el coeficiente 

de variación dio abajo del 5%, que es lo que la guía especifica como máximo 

valor aceptable. 

El resultado del coeficiente de variación (CV) fue de 1.75% 

 

5.3  DETERMINACION DE LA PRECISION DEL MÉTODO 

Para el estudio de la precisión se siguió el modelo de repetibilidad con el empleo 

de 6 réplicas de estándar y muestra.  
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Con ellas se determinaron los valores medios, la desviación estándar y el 

coeficiente de variación. 

 

- Precisión del método para la  Margarina Dany 

El resultado del estudio de precisión del método desarrollado para margarina 

Dany aparece reportado en la tabla N°4. En el estudio de repetibilidad realizado 

el coeficiente de variación fue de 2.45% en analista 1. 

 

                           Tabla N°4. Tabla de resultados de la precisión 
                   del método para Margarina Dany 

Replicas A (%) A2 (%) 

1 13.631 1.86 x102 

2 13.853 1.92 x102 

3 13.458 1.81 x102 

4 13.596 1.85 x102 

5 13.014 1.69 x102 

6 13.062 1.71 x102 

Sumatoria 80.614 1083.66 

Promedios 13.44  

S 0.33  

CV 2.45  

 

El coeficiente de variación (CV) de las respuestas es igual a 2.45% para analista 

1 lo que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema es preciso. Para ver 

cálculos referirse al Anexo N°8 y la tendencia del grafico de la precisión del 

método de margarina Dany ver Anexo N°9. 

    
- Precisión del método para la  Margarina Cremy   

El resultado del estudio de precisión del método desarrollado para margarina 

Cremy aparece reportado en la tabla N°5. En el estudio de repetibilidad realizado 

el coeficiente de variación fue de 2.76% para analista 1. 
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                         Tabla N°5. Tabla de resultados de la precisión  
                                            del método para Margarina Cremy  

Replicas A (%) A2 (%) 

1 31.699 1.00x103 

2 30.522 0.93x103 

3 30.814 0.95x103 

4 30.258 0.91x103 

5 29.261 0.85x103 

6 29.808 0.88x103 

Total ΣY 182.362 5546.1912 

Ŷ 30.39  

S 0.84  

CV 2.76  

 

El coeficiente de variación de las respuestas es igual a 2.76% para analista 1, lo 

que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema es preciso. Para ver 

cálculos referirse al Anexo N°8. Para ver la tendencia del grafico de la precisión 

del método de margarina Cremy ver Anexo N°11. 

 

- Precisión del método para la  Margarina Suly   

El resultado del estudio de precisión del método desarrollado para margarina Suly  

aparece reportado en la tabla N°6,  En el estudio de repetibilidad realizado el 

coeficiente de variación fue de 1.75% para analista 1. 

 
                         Tabla N°6 Tabla de resultados de la precisión 
                                   del método para Margarina Suly 

Replicas A (%) A2 (%) 

1 16.863 2.84x102 

2 16.949 2.87x102 

3 16.526 2.73x102 

4 16.491 2.72x102 

5 16.155 2.61x102 

6 16.480 2.72x102 

Total ΣY 99.464 1649.2656 

Ŷ 16.58  

S 0.29  

CV 1.75  
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El coeficiente de variación de las respuestas es igual a 1.75% para analista 1 lo 

que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema es preciso. Para ver 

cálculos referirse al Anexo N°8. 

Para ver la tendencia del grafico de la precisión del método de margarina Suly 

ver Anexo N°13. 

 

5.4  DETERMINACION DE LA PRECISION INTERMEDIA DEL  MÉTODO 

Para el estudio de la precisión intermedia del método se siguió el modelo de 

repetibilidad con el empleo de 6 réplicas de estándares y muestras. Con ellas se 

determinaron los valores medios, la desviación estándar y el coeficiente de 

variación. 

 

Para el ensayo de la precisión intermedia del método se emplearon 2 analistas 

en 2 días diferentes, los datos utilizados para analista 1 son los datos que 

resultaron de la precisión del método. Se aplicó el ensayo de Fisher para 

determinar si existían diferencias significativas entre los resultados al variar las 

condiciones de análisis.  

 

- Precisión intermedia del método para la Margarina Dany 

El resultado del estudio de precisión del método desarrollado para margarina 

Dany aparece reportado en la tabla N°7. En el estudio de repetibilidad realizado 

el coeficiente de variación fue de 2.45% en analista 1 y 3.33 % para analista 2.  

 

     Tabla N°7. Tabla de resultados de la precisión intermedia del método para 
Margarina Dany 

Replicas ANALISTA 1 (%) ANALISTA 2 (%) 
(ANALISTA)2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 

1 13.631 26.441 1.86x102 6.99x102 

2 13.853 26.004 1.92x102 6.7x102 

3 13.458 26.0.18 1.81x102 6.76x102 

4 13.596 26.290 1.85x102 6.91x102 
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     Tabla N°7. Continuación 

Replicas ANALISTA 1 (%) ANALISTA 2 (%) 
(ANALISTA)2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 

5 13.014 26.112 1.69x102 6.81x102 

6 13.062 24.159 1.71x102 5.83x102 

Sumatoria 80.614 155.02 1083.66 4008.93 

Promedios 13.44 25.84   

S 0.33 0.86   

CV 2.45 3.33   

 

El coeficiente de variación de las respuestas es igual a 2.45% para analista 1 y 

3.33% para analista 2, lo que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema 

es preciso. Para ver cálculos referirse al Anexo N°8 y la tendencia del gráfico de 

la precisión intermedia del método de margarina Dany ver Anexo N°10. 

El resultado del estudio de precisión intermedia del método desarrollado para 

margarina Dany  aparece reportado en la tabla N°8. En el estudio de la Prueba 

de Fisher el valor de F calculado obtenido en el estudio de precisión intermedia 

realizado fue menor que el valor tabulado, para un 95 % de confianza, para cada 

uno de los niveles estudiados. 

 

               Tabla N° 8.  Tabla de resultados de prueba F para varianzas  
                                   de dos muestras margarina Dany 

Descripción Variable 1 Variable 2 

Promedio (%) 13.4357 25.8373 

Varianza 0.1112 0.7044 

Observaciones 6 6 

Grados de libertad 5 5 

F  0.1578  

P(F<=f) una cola 0.0319  

Valor crítico para F (una 
cola) 

0.1980  

 

- Cada analista realizó 6 determinaciones, se obtuvo una F de tabla igual a 3.18 

y una F experimental de 0.1578 
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Los valores que se obtienen en el estudio de precisión intermedia, de la prueba 

de Fisher, demostraron que no existían diferencias significativas entre las 

precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes días, ya que los valores de 

F calculados es menor que la F tabulada (Tabla N0 8). Los resultados de este 

estudio demostraron que el método era reproducible y no existían diferencias 

significativas entre los resultados al variar las condiciones de análisis, analistas y 

días, lo que evidencia la precisión intermedia del método en cuestión.  

 

- Precisión Intermedia del método para la  Margarina Cremy   

El resultado del estudio de precisión intermedia del método desarrollado para 

margarina Cremy aparece reportado en la tabla N°9. En el estudio de repetibilidad 

realizado el coeficiente de variación fue de 2.76% para analista 1 y 2.66 % para 

analista 2.  

 

      Tabla N°9. Tabla de resultados de la precisión intermedia del método  
                          para Margarina Cremy  

REPLICAS 
ANALISTA 1 

(%) 
ANALISTA 2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 

1 31.699 23.575 1.00x103 0.555x103 

2 30.522 22.965 0.93x103 0.527x103 

3 30.814 23.480 0.95x103 0.551x103 

4 30.258 23.656 0.91x103 0.559x103 

5 29.261 23.406 0.85x103 0.547x103 

6 29.808 24.843 0.88x103 0.617x103 

Total ΣY 182.362 141.93 5546.1912 3359.1041 

Ŷ 30.39 23.65   

S 0.84 0.63   

CV 2.76 2.66   

 

El coeficiente de variación de las respuestas es igual a 2.76% para analista 1 y 

2.66% para analista 2, lo que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema 

es preciso. Para ver cálculos referirse al Anexo N°8. 
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Para ver la tendencia del grafico de la precisión intermedia del método de 

margarina Cremy ver Anexo N°12. 

 

El resultado del estudio de precisión intermedia del método desarrollado para 

margarina Cremy  aparece reportado en la tabla N°10,  En el estudio el valor de 

F calculado obtenido en el estudio de precisión intermedia realizado fue menor 

que el valor tabulado, para un 95 % de confianza, para cada uno de los niveles 

estudiados. 

 

          Tabla N° 10. Tabla de resultados de prueba F para varianzas 
                                de dos muestras margarina Cremy 

Descripción Variable 1 Variable 2 

Media 30.3937 23.6542 

Varianza 0.7083 0.3973 

Observaciones 6 6 

Grados de libertad 5 5 

F 1.7827  

P(F<=f) una cola 0.2706  

Valor crítico para F (una 
cola) 

5.0503  

 

- Se uso n= 6, porque cada analista realizó 6 determinaciones. 

- Se obtuvo una F de tabla igual a 3.18. 

 

Los valores que se obtienen en el estudio de precisión intermedia, de la prueba 

de Fisher, demostraron que no existían diferencias significativas entre las 

precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes días, ya que los valores de 

F calculados es menor que la F tabulada (Tabla N0 10). Los resultados de este 

estudio demostraron que el método era reproducible y no existían diferencias 

significativas entre los resultados al variar las condiciones de análisis, analistas y 

días, lo que evidencia la precisión del método en cuestión.  
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- Precisión Intermedia del método para la Margarina Suly   

El resultado del estudio de precisión intermedia del método desarrollado para 

margarina Suly  aparece reportado en la tabla N°11,  En el estudio de repetibilidad 

realizado el coeficiente de variación fue de 1.75% para analista 1 y 2.52% para 

analista 2. 

 
         Tabla N°11. Tabla de resultados de la precisión intermedia del método  

para Margarina Suly 

REPLICAS 
ANALISTA 1 

(%) 
ANALISTA 2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 
(ANALISTA)2 

(%) 

1 16.863 21.612 2.84x102 4.67x102 

2 16.949 21.296 2.87x102 4.53x102 

3 16.526 21.700 2.73x102 4.70x102 

4 16.491 20.605 2.72x102 4.24x102 

5 16.155 20.676 2.61x102 4.27x102 

6 16.480 20.522 2.72x102 4.21x102 

Total ΣY 99.464 126.41 1649.2656 2664.7036 

Ŷ 16.58 21.07   

S 0.29 0.53   

CV 1.75 2.52   

 

El coeficiente de variación de las respuestas es igual a 1.75% para analista 1 y 

2.52% para analista 2, lo que indica una buena sensibilidad por lo que el sistema 

es preciso. Para ver cálculos referirse al Anexo N°8. 

Para ver la tendencia del gráfico de la precisión intermedia del método de 

margarina Suly ver Anexo N°14. 

El resultado del estudio de precisión intermedia del método desarrollado para 

margarina Suly  aparece reportado en la tabla N°12,  En el estudio el valor de F 

calculado obtenido en el estudio de precisión intermedia realizado fue menor que 

el valor tabulado, para un 95 % de confianza, para cada uno de los niveles 

estudiados. 
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            Tabla N° 12. Tabla de resultados de prueba F para varianzas 
                                  de dos muestras margarina Suly 

Descripción Variable 1 Variable 2 

Media 16.5773 21.0685 

Varianza 0.0835 0.2827 

Observaciones 6 6 

Grados de libertad 5 5 

F 0.2955  

P(F<=f) una cola 0.1035  

Valor crítico para F 
(una cola) 

0.1980  

 

- Se usó n= 6, porque cada analista realizó 6 determinaciones. 

- Se obtuvo una F de tabla igual a 3.18. 

 

Los valores que se obtienen en el estudio de precisión intermedia, de la pruebas 

de Fisher, demostraron que no existían diferencias significativas entre las 

precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes días, ya que el valor de F 

calculado es menor que la F tabulada (tabla N° 12).  Los resultados de este 

estudio demostraron que el método era reproducible y no existían diferencias 

significativas entre los resultados al variar las condiciones de análisis, analistas y 

días, lo que evidencia la precisión intermedia del método en cuestión.  

 

5.5  REPETIBILIDAD DEL MÉTODO 

 

A. Repetibilidad del método para la marca Margarina Dany  

En el estudio de la repetibilidad realizado en margarina Dany a una misma 

muestra, por el mismo analista, el mismo día, a través de 6 réplicas, se alcanzó 

un coeficiente de variación adecuado (2.45 %) Tabla N°13, lo que demostró la 

buena precisión del método según el límite para los métodos de espectroscopia 

infrarroja para cuantificación de ácidos grasos trans en margarina: CV ≤ 5.0%, lo 

cual evidencia que el método es repetible en las condiciones del laboratorio de 

aguas de la facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador. 



75 

 

               Tabla N°13. Tabla de resultados de repetibilidad del  
                                     método para Margarina Dany 

Análisis de cada Replica Resultado (%) (y- ȳ)2 

1 13.631 3.8160x10-2 

2 13.853 1.7421x10-1 

3 13.458 4.900x10-4 

4 13.596 2.571x10-2 

5 13.014 1.7780x10-1 

6 13.062 1.3960x10-1 

Sumatoria 80.614 5.5595x10-1 

Promedio (Ῡ) 13.436  

S 0.333  

CV 2.45  

 

Para ver los cálculos de la repetibilidad del método para margarina Dany ver 

Anexo N°15. 

 

B. Repetibilidad del método para la marca Margarina Cremy  

En el estudio de la repetibilidad realizado en margarina Cremy a una misma 

muestra, por el mismo analista, el mismo día, a través de 6 réplicas, se alcanzó 

un coeficiente de variación adecuado (2.76 %) tabla N°14, lo que demostró la 

buena precisión del método según el límite para los métodos de espectroscopia 

infrarroja para cuantificación de ácidos grasos trans en margarina: CV ≤ 5.0%, lo 

cual evidencia que el método es repetible en las condiciones del laboratorio de 

aguas de la facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador. 

   
      Tabla N°14. Tabla de resultados de la repetibilidad del método  
                          para Margarina Cremy 

Análisis de cada replica y (%) (y- ȳ)2 

1 31.699 1.704x100 

2 30.522 1.647x10-2 

3 30.814 1.766x10-1 

4 30.258 1.841x10-2 

5 29.261 1.283x100 
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      Tabla N°14. Continuación 
Análisis de cada replica y (%) (y- ȳ)2 

6 29.808 3.430x10-1 

Total ΣY 182.362 3.54138 

Promedio (Ῡ) 30.39  

S 0.84  

CV 2.76  

 

Para ver los cálculos de la repetibilidad del método para margarina Cremy ver 

Anexo N°15. 

 

C. Repetibilidad del método para la Margarina Suly  

En el estudio de la repetibilidad realizado en margarina Suly a una misma 

muestra, por el mismo analista, el mismo día, a través de 6 réplicas, se alcanzó 

un coeficiente de variación adecuado (1.7%) tabla N°15, lo que demostró la 

buena precisión del método según el límite para los métodos de espectroscopia 

infrarroja para cuantificación de ácidos grasos trans en margarina: CV≤ 5.0%, lo 

cual evidencia que el método es repetible en las condiciones del laboratorio de 

aguas de la facultad de Química y Farmacia de la Universidad de El Salvador. 

 
       Tabla N°15. Tabla de resultados de la repetibilidad del método para 

Margarina Suly  

N° y (%) (y- Ῡ)2 

1 16.863 8.161x10-2 

2 16.949 1.381x10-1 

3 16.526 2.635x10-3 

4 16.491 7.453x10-3 

5 16.155 1.784x10-1 

6 16.480 9.474x10-3 

Total ΣY 99.464 4.1766x10-1 

Promedio (Ῡ) 16.58  

S 0.29  

CV 1.75  

 

Para ver los cálculos de la repetibilidad del método para margarina Suly ver 

Anexo N°15. 
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5.6  EXACTITUD DEL MÉTODO 

En la tabla N° 16 se presentan los valores obtenidos en la determinación de la 

exactitud del método, para ellos se llevaron a cabo 9 determinaciones del 

estándar, 3 por cada nivel de concentración (80%, 100% y 120%) 

 

    Tabla N°16. Tabla de resultados de la exactitud del método 

Replica 

B
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 d
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1 0.100 0.00 4.00 0.136 4.022 4.022 100.55   0.59 

2 0.100 0.00 4.00 0.136 4.022 4.022 100.55   0.59 

3 0.100 0.00 4.00 0.134 3.802 3.802   95.05 39.18 

4 0.100 0.00 4.00 0.138 4.242 4.242 106.04 22.37 

5 0.100 0.00 4.00 0.135 3.912 3.912   97.80 12.34 

6 0.100 0.00 4.00 0.137 4.132 4.132 103.30   3.93 

7 0.100 0.00 5.00 0.146 5.121 5.121 102.42   1.22 

8 0.100 0.00 5.00 0.144 4.901 4.901   98.02 10.84 

 9 0.100 0.00 5.00 0.146 5.121 5.121 102.42   1.22 

10 0.100 0.00 5.00 0.145 5.011 5.011 100.22   1.20 

11 0.100 0.00 5.00 0.147 5.231 5.231 104.62 10.90 

12 0.100 0.00 5.00 0.144 4.901 4.901   98.02 10.84 

13 0.100 0.00 6.00 0.156 6.220 6.220 103.66   5.51 

14 0.100 0.00 6.00 0.155 6.110 6.110 101.83   0.27 

15 0.100 0.00 6.00 0.155 6.110 6.110 101.83   0.27 

16 0.100 0.00 6.00 0.156 6.220 6.220 103.66   5.51 

17 0.100 0.00 6.00 0.155 6.110 6.110 101.83   0.27 

18 0.100 0.00 6.00 0.155 6.110 6.110 101.83   0.27 

Sumatoria  0.00     1823.66 127.30 

 

- Las réplicas analizaron fueron n = 18,  

- El valor obtenido de Raíz de n fue igual a  2.24 

- Se obtuvo una Media de porcentaje de recuperación “y” igual a 101.31 

- La Desviación estándar(S) obtenida fue igual a  2.74 

- El coeficiente de variación (CV) que resulto fue igual a  2.70% 
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- El intervalo de confianza (IC) de la media poblacional  es igual a  

101.31% ± 1.36 

- El rango de porcentaje de recuperación es igual a  99.95% - 102.67% 

- El  resultado de la exactitud del método debe incluir  el 100%  

Los cálculos de la exactitud del método son desarrollados en el Anexo N°16. 

Se muestra la preparación de 18 muestras para realizar la prueba de recobro, 

variando en éste el porcentaje de los estándares Trioleina como estándar 

negativo y el de Trielaidina como estándar positivo, el procedimiento se lo hace 

por triplicado y se hace una lectura por cada uno. Con base en los resultados 

obtenidos en cuanto a promedio y coeficiente de variación, se concluye que el 

método es exacto dentro de las concentraciones evaluadas (4.0% al 6.0%). 

 

5.7 RESUMEN DE RESULTADOS 

Tabla N°17.  Tabla resumen de resultados de validación del método analítico                 
para la cuantificación de grasas trans en margarina. 

PARÁMETRO DETERMINACION RESULTADOS 

LINEALIDAD 

Concentración 

del estándar 
Número de Replicas - Rango lineal 0.5%-50.0% 

- Análisis de regresión que 

demuestre tener: 

 Coeficiente de 

determinación  (r2) : 

0.997 

 Desviada al origen: 

0.099% 
 

Dictamen: CUMPLE 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 

PRECISION 

DEL 

SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 

preparación del estandar al 100% 

Coeficiente de variación 
(CV):1.75 
 
Dictamen: CUMPLE 

PRECISION 

DEL 

METODO 

(CON 

PRODUCTO) 

6 determinaciones: 

Cada una consiste de un estándar y una 

muestra preparada  al 100% de la 

concentración teórica 

Coeficiente de variación de  
respuestas: 

- Margarina Dany: 2.48 
- Margarina Cremy: 2.77 
- Margarina Suly: 1.75 
 
Dictamen: CUMPLE  
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Tabla N° 17. Continuación 

PARÁMETRO DETERMINACION RESULTADOS 

 

EXACTITUD 

(RECOBRO) 

Cantidades del estándar, se añaden a la 

matriz (al 100% de su peso establecido en 

el método), para obtener niveles del 80%, 

100% y 120% de la concentración teórica 

de la sustancia. 

La exactitud es expresada como un 

porcentaje de la cantidad recuperada. 

Número de determinaciones: 9 (3 por cada 

nivel de concentración) 

3 determinaciones de estándar al 100% 

- Porcentaje de recobro: 

del  99.95%  al   102.67% 

- Coeficiente de 

variación:2.70 

-Desviación estándar: 2.74 

-Media de recuperación: 

101.31% 

 

Dictamen: CUMPLE 

 

PRECISION 

INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 

precisión del método, utilizando como 

muestra el mismo lote del producto 

terminado, en dos días diferentes y en 

equipos diferentes 

 

Prueba de Fisher: 

La F calculada debe ser similar a  la F 

tabulada,   

 

Sumatoria de CV de analista 

1 y analista 2. 

- Margarina Dany: 5.73 

- Margarina Cremy: 5.43 

- Margarina Suly: 7.26 
 

Prueba de Fisher: F de 

tabla=3.18 

F calculada:  

- Margarina Dany: 0.1578 

- Margarina Cremy: 1.7827 

- Margarina Suly: 0.2954 
Se observa que la F 

calculada es menor que la F 

tabulada, por lo tanto no 

existen diferencias 

significativas entre las 

precisiones alcanzadas por 

los analistas en diferentes 

días. 

Dictamen: CUMPLE 

 

Cumplidas las especificaciones de las pruebas de: Linealidad, Precisión del 

Sistema, Precisión del método, Precisión intermedia y Exactitud, queda 

establecido que el método analítico para la cuantificación de ácidos grasos trans 

en margarina utilizando el método oficial para cuantificar grasas trans de la 

Asociación Américana de Químicos Analistas (AOAC), funciona correctamente 

cuando se aplican a muestras que contienen ese tipo de matriz,  por lo que, se 

concluye que este método, queda VALIDADO y está apto para ser utilizado. 
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5.8 ELABORACION DE PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 

De acuerdo a los resultados obtenidos en cada uno de los parámetros evaluados, 

se procedió a la elaboración de Protocolo de Validación.  

 

 

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS 
ANALITICOS 

CONFIDENCIAL 

Código 01 Edición: 1 
Vigente a partir de :   

Febrero 2015 
Página 1 de 12 

Nombre del Producto o Materia Prima: Grasas Trans en Margarina 

Código Protocolo: GT001 Edición: 1                             Fecha de Vigencia: Febrero 2015 
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1.0 Introducción 

La Validación de Métodos Analíticos permite una obtención exhaustiva de 

pruebas demostrativas que están debidamente documentadas, en donde, un 

método analítico de Control de Calidad debe ser lo suficientemente fiable como 

para poder producir el resultado previsto dentro del intervalo definido. Por lo que 

se procedió a la Validación del Método Analítico.  

 

2.0 Fundamento de validación o antecedentes 

Al realizar una Validación de un Método Analítico, se requiere el plantear ciertas 

ventajas que presenta su desarrollo: 

- Proporcionar un alto grado de confianza y seguridad en el método analítico y 

en la calidad de los resultados. 

- Permitir un conocimiento profundo de sus características de funcionamiento. 

- Disminución en el número de fallas y repeticiones con el consiguiente ahorro 

de los costos asociados. 

- Optimización del método, mejorando las características de practicabilidad y 

posibilidades de automatización. 
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3.0 Evaluación de riesgos 

En la Validación del Método se tomarán en cuenta ciertos factores como las 

condiciones de temperatura en el área de análisis y tiempo de preparación de la 

muestra. 

 

4.0 Objetivo 

Establecer la evidencia documentada de la Validación prospectiva del método 

analítico, el cual, debe ser capaz de producir consistentemente los mismos 

resultados, siendo precisos, selectivos y lineales, cumpliendo con las 

especificaciones de calidad. 

 

5.0  Equipos 

Los equipos utilizados en este estudio fueron los siguientes: 

- Equipo de Espectrofotometría Infrarroja Shimadzu IR-Affinity  
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Materiales 

-  Unidad de Reflectancia Total Atenuada (ATR)  

- Pipeta serológica de boca ancha  

- Goteros  

- Baño de maría Precitherm PFV  

- Termómetro  

- Tubos de boca ancha de 50 mL  

- Probetas de 10 mL  

- Celda de bromuro de potasio (KBr)  

- Jeringa de tuberculina  

- Gradilla  

- Espátulas  

- Micropipeta  

 

Reactivos 

- Estándares: trioleina como estándar negativo, trielaidina como estándar 

positivo. 

- Etanol 
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6.0 Esquema de validación del método analítico 

PARÁMETRO DETERMINACION ESPECIFICACIONES 

1.LINEALIDAD 

Concentraciones del 

estándar 
Número de 

determinaciones 

 Rango lineal 

 Análisis de regresión que 

demuestre: 

 Coeficiente de determinación  

(r2) : > 0.98 

 Desviada al origen: < 5.0% 

Valoración 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 

2. PRECISION 

DEL 

SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 

preparación del estándar al 100% 

Coeficiente de variación en cuanto 

a: Factor de respuesta : < 5.0 % 

3.PRECISION 

DEL 

METODO 

(CON 

PRODUCTO) 

6 determinaciones: 

Cada una consiste de un estándar y una 

muestra preparada  al 100% de la 

concentración teórica 

Coeficiente de variación de: 

 

- Principios activos (concentración 

de muestra):   

≤ 5.0% 
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PARÁMETRO DETERMINACION ESPECIFICACIONES 

4.EXACTITUD 

(RECOBRO) 

Cantidades del estándar, se añaden a 

la matriz (al 100% de su peso 

establecido en el método), para 

obtener niveles del 80%, 100% y 

120% de la concentración teórica de 

la sustancia. 

La exactitud es expresada como un 

porcentaje de la cantidad recuperada. 

Número de determinaciones: 9 (3 por 

cada nivel de concentración) 

3 determinaciones de estándar al 

100% 

 

- Porcentaje de recobro: 

del  97.0%  al   105.0% 

- Coeficiente de variación: 

≤ 5.0% 

-  Desviación estándar: ≤ 5.0% 

 

 

5. PRECISION 

INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 

precisión del método, utilizando como 

muestra el mismo lote del producto 

terminado, en dos días diferentes y en 

equipos diferentes 

Prueba de fisher  

Comparar La F calculada con la F 

tabulada,   

 

Coeficiente de variación: 

- ≤ 5.0% 
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7.0 Conclusión y dictamen de validación 

Cumplidas las especificaciones de las pruebas de: Linealidad, Precisión del 

Sistema, Precisión del método, Precisión intermedia y Exactitud queda 

establecido que el método analítico para la Cuantificación de grasas trans en 

margarina, funciona correctamente, por lo que, se concluye que este método, 

queda  VALIDADO  y está apto para ser utilizado. 

DICTAMEN: CONFORME 

Declarándole: VALIDO  para su utilización. 

   

8.0 Bibliografía 

- Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1),  ICH, 

Complementary Guideline on Methodoligy dated 6 November 1996 

incorporated in November 2005. 

 

- Guía de Validación de Métodos Analíticos (editada por el Colegio Nacional 

de Químicos Farmacéuticos   Biólogos de México, A.C.) 

 

- Norma Codex alimentarius stan 32-1981 (Rev 1-1989); Norma de CODEX 

para la Margarina. 
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9.0 Anexo A 

 

ANALISIS DE MUESTRA Y ESTANDAR EN IR 

Parte I: Tratamiento de muestras de margarina (14) 

- Se tomó una cantidad de la muestra desde su empaque primario conuna 

espátula y se colocó en un tubo de boca ancha de 50 mL. 

- Se trató la muestra de la siguiente manera: se colocó el tubo de ensayo 

donde se encuentra la muestra en un baño de maría Precitherm y se controló 

con un termómetro que la temperatura se encuentre a 62°C ± 2°C, hasta la 

fundición y separación de las fases. 

- Se tomó una pequeña cantidad de muestra fundida y se colocó en la                

celda. 

- Se procedió a leer en un espectrofotómetro IR a una longitud de onda de   966 

cm-1 cada una de las muestras que serán analizadas. 
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Parte II: Tratamiento de los estándares. 

- Se quebraron con cuidado, las ampollas que contenían los  estándares y se 

extrajo con una jeringa de tuberculina un equivalente a 50 μL. 

- Se procedió a pesar el estándar de Trioleina y Trielaidina según se requería 

en cada una de las pruebas que se llevaron a cabo en un tubo de bocas 

ancha. 

- Se colocó  el tubo con el estándar en un baño de maría Precitherm y se 

controló con un termómetro que la temperatura se encontrara entre               

62°C ± 2°C, hasta que se fundiera completamente. 

- Se tomó una pequeña cantidad de muestra fundida y se colocó en la celda. 

- Se procedió a leer en un espectrofotómetro IR a una longitud de onda de 966 

cm-1 cada una de los estándares analizados. 

 

Parte III: Obtención de los espectros Infrarrojos 

- Se encendió el espectrofotómetro IR y la computadora. 

- Se inició el programa IR-Solution. 

- Se conectó el computador por medio del programa con el espectrofotómetro 

IR utilizando el comando “Measure”, comando “Admin”, inicializar. Dejar un 

tiempo de equilibrio de 15 minutos. 

- Se permitió que el programa registrara las condiciones del equipo y que 

reconociera automáticamente el accesorio ATR. 
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- Se dejó correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo con la unidad 

ATR armada sin muestra como sigue: utilizando el comando “Measure” y 

presionar “BKG” para obtener el espectro blanco (Background). 

- Se tomó una pequeña cantidad de la muestra/estándar fundida. 

- Se colocó la muestra distribuida uniformemente en el cristal de la celda y se 

acopló a la unidad ATR del equipo infrarrojo Shimadzu IR-Affinity. 

- Se analizaron las muestras presionando el comando “Measure”, se colectó la 

información de la muestra en el espacio 2coment” y se presionó en “sample” 

para obtener el espectro correspondiente para identificar la muestra de los 

4000 a los 500 cm-1. 

- Se limpió la celda con un pañuelo suave y luego con un algodón impregnado 

de alcohol. 

- Se compararon los espectros obtenidos con el estándar positivo y negativo 

recabado (ver procedimiento parte II). 

- Se observó que si existe la presencia de la deformación del enlace C=C del 

isómero trans por la flexión C-H fuera del plano que aparece cercano a los       

966 cm-1. 
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Parte IV: Cuantificación de grasas trans 

Después del tratamiento de muestras y estándares y sus respectivas 

determinaciones en el equipo de Espectrofotometría Infrarroja Shimadzu IR- 

Affinity se procedió al cálculo utilizando el software IR Solution de Shimadzu, de 

la siguiente manera: arrastrando cada uno de los data de cada espectro obtenido  

hacia la tabla de cuantificación con su respectiva curva de calibración de 

estándares dada por el software, obteniendo así los resultados de la 

concentración de grasas trans en margarina. 
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5.9 ELABORACION DE REPORTE DE VALIDACIÓN 

De acuerdo a los resultados obtenidos en cada uno de los parámetros evaluados, 

se procedió a la elaboración de Reporte de Validación.  
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1.0 Introducción 

La Validación de Métodos Analíticos permite una obtención exhaustiva de 

pruebas demostrativas que están debidamente documentadas, en donde, un 

método analítico de Control de Calidad debe ser lo suficientemente fiable como 

para poder producir el resultado previsto dentro del intervalo definido. Por lo que 

se procedió a la Validación del Método Analítico.  

2.0 Resultado de la evaluación de riesgos 

En la Validación del Método se tomaron en cuenta ciertos factores como las 

condiciones de temperatura en el área de análisis y tiempo de preparación de la 

muestra. Dichos factores no interfirieron en los resultados finales de la Validación. 

3.0 Equipos 

Los equipos utilizados en este estudio fueron los siguientes: 

- Equipo de Espectrofotometría Infrarroja Shimadzu IR-Affinity  
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4.0 Esquema de validación del método analítico  

PARÁMETROS DETERMINACION ESPECIFICACIONES 

1.LINEALIDAD 

Concentraciones 

del estándar 
Número de 

determinaciones 
 Rango lineal 

 Análisis de regresión que 

demuestre: 

 Coeficiente de determinación  

(r2) : > 0.98 

 Desviada al origen: < 5.0% 

Valoración 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 

2. PRECISION 

DEL 

SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 

preparación del estándar al 100% 

Coeficiente de variación en cuanto 

a: Factor de respuesta : < 5.0 % 

3.PRECISION 

DEL 

METODO 

(CON 

PRODUCTO) 

6 determinaciones: 

Cada una consiste de un estándar y 

una muestra preparada  al 100% de la 

concentración teórica 

Coeficiente de variación de: 

 

- Principios activos (concentración 

de muestra):   

≤ 5.0% 
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PARÁMETROS DETERMINACION ESPECIFICACIONES 

4.EXACTITUD 

(RECOBRO) 

Cantidades del estándar, se añaden a 

la matriz (al 100% de su peso 

establecido en el método), para 

obtener niveles del 80%, 100% y 

120% de la concentración teórica de 

la sustancia. 

La exactitud es expresada como un 

porcentaje de la cantidad recuperada. 

Número de determinaciones: 9 (3 por 

cada nivel de concentración) 

3 determinaciones de estándar al 

100% 

 

- Porcentaje de recobro: 

del  97.0%  al   105.0% 

- Coeficiente de variación: 

≤ 5.0% 

- Desviación estándar: ≤ 5.0% 

 

 

5. PRECISION 

INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 

precisión del método, utilizando como 

muestra el mismo lote del producto 

terminado, en dos días diferentes y en 

equipos diferentes 

Prueba de fisher  

Comparar La F calculada con la F 

tabulada,   

Coeficiente de variación: 

- ≤ 5.0% 
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5.0 Resultados de validación del método analítico  

PARÁMETROS DETERMINACION RESULTADOS 

1.LINEALIDAD 

Concentraciones 

del estándar 
Número de 

determinaciones 

 Rango lineal 0.5%-50.0% 

 Análisis de regresión que 

demuestre: 

 Coeficiente de 

determinación  (r2) : 0.997 

 Desviada al origen: 0.09% 

 

Dictamen: CUMPLE 

Valoración 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 

2. PRECISION 

DEL SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 

preparación del estándar al 100% 

Coeficiente de variación:  

CV= 1.75 

Dictamen: CUMPLE 

3.PRECISION 

DEL METODO 

(CON 

PRODUCTO) 

6 determinaciones: 

Cada una consiste de un estándar y 

una muestra preparada  al 100% de la 

concentración teórica 

Coeficiente de variación de  

respuestas: 

 Margarina Dany: 2.45 

 Margarina Cremy: 2.76 

 Margarina Suly: 1.75 

Dictamen: CUMPLE  
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PARÁMETROS DETERMINACION RESULTADOS 

4.EXACTITUD 

(RECOBRO) 

Cantidades del estándar, se añaden a la 

matriz (al 100% de su peso establecido 

en el método), para obtener niveles del 

80%, 100% y 120% de la concentración 

teórica de la sustancia. 

La exactitud es expresada como un 

porcentaje de la cantidad recuperada. 

Número de determinaciones: 9 (3 por 

cada nivel de concentración), 3 

determinaciones de estándar al 100% 

- Porcentaje de recobro: 

del  97.0%  al   105.0% 

 

- Coeficiente de variación:2.70 

- Desviación estándar: 2.74 

- Media de recuperación: 101.31% 

 

Dictamen: CUMPLE 

 

5. PRECISION 

INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 

precisión del método, utilizando como 

muestra el mismo lote del producto 

terminado, en dos días diferentes y en 

equipos diferentes 

 

Prueba de fisher  

Comparar La F calculada con la F 

tabulada,   

 

Sumatoria de CV de analista 1 y 2 

 Margarina Dany: 5.78 

 Margarina Cremy: 5.42 

 Margarina Suly: 4.27 
Prueba de Fisher: 

F de tabla= 3.18 

 Margarina Dany: 0.1578 

 Margarina Cremy: 1.7827 

 Margarina Suly: 0.2955 
Dictamen: CUMPLE, se observa 

que la F calculada es menor que la 

F tabulada, por lo tanto no existen 

diferencias significativas entre las 

precisiones alcanzadas por los 

analistas en diferentes días.  
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6.0 CONCLUSION Y DICTAMEN DE VALIDACIÓN 

Cumplidas las especificaciones de las pruebas de: Linealidad, Precisión del 

Sistema, Precisión del método, Precisión intermedia, Exactitud queda establecido 

que el método analítico para la Cuantificación de grasas trans en margarina, 

funciona correctamente, por lo que, se concluye que este método, queda  

VALIDADO  y está apto para ser utilizado. 

DICTAMEN: CONFORME 

Declarándole: VALIDO  para su utilización. 

 

7.0 BIBLIOGRAFÍA 

- Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1),  ICH, 

Complementary Guideline on Methodoligy dated 6 November 1996 

incorporated in November 2005. 

- Guía de Validación de Métodos Analíticos (editada por el Colegio Nacional 

de Químicos Farmacéuticos   Biólogos de México, A.C.) 

- Norma Codex alimentarius stan 32-1981 (Rev 1-1989); Norma de CODEX 

para la Margarina. 

 

 



100 

 

5.10 ELABORACION DEL CERTIFICADO DE VALIDACIÓN 

De acuerdo a los resultados obtenidos en cada uno de los parámetros evaluados, 

se procedió a la elaboración del Certificado de Validación. 
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Página 1 de 4 

Nombre del Producto o Materia Prima: Grasas Trans en Margarina 
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1. Resumen de protocolo de validación. 

 

Objetivo: 

La presente validación prospectiva, realizada determinando los parámetros: 

Linealidad, Precisión del Método, Precisión del Sistema Instrumental, Precisión 

Intermedia, Exactitud se llevó a cabo con la finalidad de obtener pruebas 

documentadas que demuestran que el método de análisis produce  resultados 

confiables. 

 

Responsables: 

ANALISTA IRIS BLANCO 

ANALISTA AYMEE CABALLERO 

LIC. HENRY HERNANDEZ 
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1. Resumen de los resultados obtenidos 
 

PARÁMETRO DETERMINACION RESULTADOS 

1.LINEALIDAD 

Concentraciones 

del estándar 
Número de 

determinaciones 
 Rango lineal 0.5%-50.0% 

 Análisis de regresión que 

demuestre: 

 Coeficiente de determinación  

(r2) : 0.997 

 Desviada al origen: 0.09% 

 

Dictamen: CUMPLE 

Valoración 

0.0% 3 

0.5% 3 

1.0% 3 

5.0% 3 

10.0% 3 

20.0% 3 

30.0% 3 

40.0% 3 

50.0% 3 

2. PRECISION 

DEL SISTEMA 

6 determinaciones consecutivas de la 

preparación del estándar  al 100% 

Coeficiente de variación:  

CV = 1.75 

Dictamen: CUMPLE 

3.PRECISION 

DEL METODO 

(CON 

PRODUCTO) 

6 determinaciones: 

Cada una consiste de un estándar y 

una muestra preparada  al 100% de la 

concentración teórica 

Coeficiente de variación de  

respuestas: 

 Margarina Dany: 2.45 

 Margarina Cremy: 2.76 

 Margarina Suly: 1.75 

Dictamen: CUMPLE  
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PARÁMETRO DETERMINACION RESULTADOS 

4.EXACTITUD 

(RECOBRO) 

Cantidades del analito, se añaden a la 

matriz (al 100% de su peso 

establecido en el método), para 

obtener niveles del 80%, 100% y 120% 

de la concentración teórica de la 

sustancia. 

La exactitud es expresada como un 

porcentaje de la cantidad recuperada. 

Número de determinaciones: 9 (3 por 

cada nivel de concentración) 

3 determinaciones de estándar al 

100% 

- Porcentaje de recobro: 

del  97.0%  al   105.0% 

 

- coeficiente de variación:2.70 

- Desviacion estándar: 2.74 

- Media de recuperación: 101.31% 

 

Dictamen: CUMPLE 

 

5. PRECISION 

INTERMEDIA 

Cada uno de 2 analistas efectúa la 

precisión del método, utilizando como 

muestra el mismo lote del producto 

terminado, en dos días diferentes y en 

equipos diferentes 

 

Prueba de fisher  

Comparar La F calculada con la F 

tabulada  

 

 

Sumatoria de CV de analista 1 y 2 

 Margarina Dany: 5.78 

 Margarina Cremy: 5.42 

 Margarina Suly: 4.27 

Prueba de Fisher: 

F de tabla= 3.18 

 

 Margarina Dany: 0.1578 

 Margarina Cremy: 1.7827 

 Margarina Suly: 0.2955 

Dictamen: CUMPLE, se observa que 

la F calculada es menor que la F 

tabulada, por lo tanto no existen 

diferencias significativas entre las 

precisiones alcanzadas por los 

analistas en diferentes días.  
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2. Conclusiones. 
 

Tras el estudio de todo el proceso de análisis, conjunto de datos, observaciones 

y documentos detallados en el Protocolo y reporte de Validación se emite el 

presente DICTAMEN DE VALIDACION. 

 

Método de Análisis:  

DICTAMEN: CUMPLE 

Declarándole: VALIDO para su utilización 

 

Elaborado por: Revisado por: Autorizado  por: 
   

Firma: 

 

 

 

Nombre: Aymee Caballero Iris Blanco Lic Henry Hernández 

Cargo: Analista Analista Asesor 

Fecha: Febrero 2015 Febrero 2015 Febrero 2015 
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CAPITULO VI 

  CONCLUSIONES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 

 

6.0  CONCLUSIONES 

 

1. Las muestras de las marcas de margarina Cremy, Suly y Dany presentaron el 

pico de absorción característico de ácidos grasos trans en la región de           

966 cm-1, lo que confirma la presencia de ácidos grasos trans. 

 

2. En la evaluación de la linealidad se obtuvo un coeficiente de determinación 

mayor al 0.98 y una pendiente dentro del valor esperado por lo que se 

concluye que el método es lineal. 

 

3. El método demostró ser preciso ya que se obtuvieron resultados del 

porcentaje de coeficiente de variación (CV) menores a 5.0%  

 

4. Podemos decir que el método es exacto para la cuantificación de grasas trans, 

ya que el porcentaje de recuperación de los estándares de trioleina y 

trielaidina estuvieron dentro del 97.0-105.0 %. 

 

5. Podemos ver que la metodología de la Asociación Oficial de Quimicos 

Analistas (AOAC) 2000:10 se adecuo a las condiciones del Laboratorio 

Fisicoquímico de Aguas de la Facultad de Química y Farmacia de la 

Universidad de El Salvador para el análisis de ácidos grasos trans en 

Margarina debido a que los resultados obtenidos fueron confiables, exactos y 

precisos en cada uno de los parámetros evaluados. 

 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

CAPITULO VII 

RECOMEDACIONES  
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7.0    RECOMENDACIONES 

 

1. A las autoridades del Ministerio de Salud que realicen las gestiones 

pertinentes para que en El Salvador exista una normativa que regule la 

cantidad de ácidos grasos trans presentes en las margarinas que son 

comercializadas en El Salvador. 

 

2. A las entidades encargadas de la vigilancia y registro de productos 

alimenticios, monitorear la presencia de grasas trans en margarina  que en el 

etiquetado nutricional reportan “cero grasas trans”. 

 

3. A la Facultad de Química y Farmacia y entidades responsables que 

implementen la metodología para la determinación de ácidos grasos trans en 

otras matrices alimenticias y den seguimiento al análisis para su posterior 

validación. 

 

4. Que en próximos estudios de validación del método de cuantificación de 

ácidos grasos trans en margarina tener siempre en cuenta que se deben 

utilizar los estándares indicados por la metodología desarrollada y así poder 

garantizar que los resultados son confiables.  

 

5. A las autoridades de la Facultad de Química y Farmacia que apoyen al 

Laboratorio de Aguas de la Facultad de Química y Farmacia para que se 

gestione la constante calibración y mantenimiento del equipo de 

Espectrofotometria Infrarrojo Shimadzu IR Affinity para la obtención de 

resultados confiables y precisos. 
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6. A las autoridades de la Facultad de Química y Farmacia que apoyen al  

Laboratorio de Aguas de la Facultad de Química y Farmacia para que 

gestione la compra de estándares de Trioleina y Trielaidina para próximos 

análisis de ácidos grasos trans en margarina. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 1 

Cuadro de parámetros para métodos Normalizados según guía de 

validación de CONACYT, El Salvador 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

    Figura N0 7. Cuadro de párametros guia del CONACYT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ANEXO Nº2 

Método oficial de análisis infrarrojo de grasas según AOAC 
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Traducción a idioma español 

 

Determinación del total de ácidos grasos insaturados aislados en grasas y aceites 

por medio de ATR-FTIR.  

(Este método es aplicable a aceites y grasas naturales o procesadas que 

contienen una cadena larga de ácidos grasos, esteres y triglicéridos con ± .0% 

niveles trans). 

 

PRINCIPIO  

En la mayoría de grasas y aceites vegetales de origen natural, los componentes 

insaturados contienen solamente dobles enlaces aislados de configuración cis. 

Estos enlaces dobles cis se pueden isomerizar a configuración trans durante su 

procesamiento y extracción, por oxidación, mientras su calentamiento y proceso 

de hidrogenación parcial. Las grasas animales y marinas pueden contender 

cantidades medibles de isómeros geométricos de ácidos grasos trans de origen 



 

 

natural. Los enlaces dobles trans aislados en los ácidos grasos de cadena larga, 

los esteres metílicos de ácidos grasos, los jabones y triacilgliceroles se pueden 

medir por espectroscopia infrarroja (IR). Una banda de absorción única con un 

máximo en la región de 966 cm -1 (μm 10.3), que se presenta por una vibración 

de la deformación de un enlace doble C-H trans, se exhibe en los espectro de 

todos los compuestos que contienen un grupo trans aislado. Esta banda no se 

observa en los espectros de los correspondientes a los ácidos grasos saturados 

e insaturado cis. La medida de la intensidad de esta banda de absorción bajo 

condiciones analíticamente controladas es la base para un método cuantitativo 

para la determinación de ácidos grasos trans totales. No se requiere que las 

muestras de ensayo, grasas y aceites se conviertan a esteres metílicos de ácidos 

grasos antes del análisis.  

 

Este método es aplicable para grasas y aceites que contengan > 1% de la 

instauración conjugada, materiales que contenga grupos funcionales que 

modifiquen la intensidad de la vibración de la deformación C-H de la doble banda 

trans, o en general a cualquier material que contenga constituyentes cuyos 

grupos funcionales que generan una banda de absorción específica, o que este 

suficientemente cerca de interferir con la banda de vibración de absorción C-H 

de la doble banda trans asilada 966 cm-1. 

 

APARATO  

 a. Espectrómetro infrarrojo de Transformada de Fourier (FTIR): Capaz de hacer 

mediciones a una resolución de 4 cm-1 en la región del espectro cubriendo 1050 

– 900 cm-1. El sistema de manipulación de datos tiene un instrumento que permite 

la conversión del espectro a absorbancia, la expansión de escala del eje de las 

x, y, la lectura del número de onda cercano a 1 cm-1 y absorbancia cerca de 

0.0001mu e integración del área bajo la banda de absorción a 966 cm-1. El 

espectrómetro FTIR equipado con un detector de sulfato de triglicinadeuterado 



 

 

(DTGS) de una excelente linealidad. En la ausencia de muestras de ensayo, una 

recolección de datos de 1 min a una resolución de 4 cm-1 debe ceder, entre 1050 

– 900 cm-1, un nivel de ruido pico a pico de numero 0.0005 amu. La banda de 

966 cm-1 para el estándar de Trielaidina 1%, debe ceder una señal de ruido > 

10:1.  

b. Celda infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (ATR): Equipada con un cristal 

de Selenio de Zinc. La capacidad de la celda ATR horizontal es 50μL y es capaz 

de mantener una temperatura constante de 65±°C.  

c. Balanza Analítica: Con capacidad de 60 g, capaz de medir 0.3 g ± 0.0001g.  

d. Pipetas de plástico descartables: Capaces de transferir 50 μl de la muestra del 

ensayo a la celda ATR.  

e. Baño de vapor: Para derretir las grasas.  

 

REACTIVOS  

Estándares primarios: Trielaidina (TE) y Trioleina (TO) de pureza > 99.0%  

PREPARACION DE ESTANDARES  

Pesar cerca del 0.0001 g (0.3-x)g de Trioleina, y x g de Trielaidina, en un beaker 

de 10 mL, en donde x es igual a 0.0015, 0.0030, 0.0150, 0.0300, 0.600, 0.0900, 

0.1200 y 0.1500g, para preparar 0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50% estándares de 

calibración trans respectivamente.  

 

CALIBRACION  

Para cada estándar trans, calcular el porcentaje exacto trans expresado como la 

cantidad de TE como porcentaje de grasas totales. Analizar cada estándar y 

determinar el área integrada bajo la banda de absorción a 966 cm-1.  

 

Usando un análisis de regresión de primer orden, determinar la pendiente y el 

intercepto de la línea que mejor encaje en el área de las bandas trans de todos 

los estándares trans (eje de las y) en función de porcentaje trans (eje de las x). 



 

 

Una vez se haya establecido la curva de calibración debe ser revisada 

periódicamente para asegurar que no esté desplazada.  

 

PREPARACION DE LA MUESTRA  

Las grasas solidas deben derretirse y mezclarse correctamente. Si existe alguna 

muestra que aparezca nublada debido a la presencia de agua se deben tratar 

con sulfato de sodio anhidro, hasta que las veamos claras, filtrar el contenido 

antes de remover la porción que se ocupara para el análisis.  

 

DETERMINACION INFRARROJA  

Establecer los parámetros de operaciones de FTIR, de acuerdo a lo que 

recomienda el fabricante, para hacer uso de una celda ATR, con los siguientes 

parámetros: rango de 1050 – 900 cm-1, 64 determinaciones (a un número 

apropiado de determinaciones que sean necesarias para satisfacer los niveles de 

ruido pico a pico), resolución de 4 cm-1 y funciones de apodización triangulares 

(las funciones de ponderación más comunes en FTIR que inhiben la magnitud de 

los lóbulos laterales de interferogramas). Deben utilizarse las mismas 

condiciones para las muestras del ensayo y para la calibración de los estándares. 

El rendimiento de FTIR debe ser evaluado para una longitud de onda exacta y 

nivel de ruido para asegurar que están operando dentro de las especificaciones 

que establece el fabricante. Para grasas solidas debe mantenerse la celda ATR 

a temperatura de 62 ± 2 °C.  

 

Los materiales para medir el fondo del espectro del haz de referencia son:  

a. Trioleina para calibración,  

b. Material sin fortificar para muestras de ensayo trans-fortificadas,  

c. Un material apropiado libre de grasas trans, tales como el aceite refinado que 

es una fuente blanqueada.  



 

 

Usando una pipeta desechable, transferir 50μL de material base de referencia 

ordenado. Poner el material de base de referencia en la celda ATR de ZnSe 

horizontal. La porciσn del ensayo debe cubrir completamente la superficie 

horizontal del cristal.  

Recolectar y guardar todos los espectros de un solo haz para ser usados como 

base. Limpiar el cristal sacando la porción del ensayo con un papel suave de 

seda desechable. En general para minimizar la contaminación, aplicar parte de 

la próxima muestra y volver a limpiar el cristal antes de volver a agregar 50μL de 

la porciσn de la muestra para el anαlisis.  

 

Colocar alrededor de 50μL de la porciσn de ensayo ordenada en el cristal 

horizontal de ZnSe. Debe cubrir completamente la superficie del cristal.  

Recolectar y guardar todos los espectros de un solo haz. Relacionar el espectro 

de un solo haz de la muestra de ensayo contra el espectro base de referencia y 

convertir a absorbancia. Guardar el espectro de absorción. Repetir con las otras 

muestras.  

 

CALCULOS  

Con la escala de longitud de onda del espectro de absorbancia, que se expande 

desde 1050 – 900 cm-1, integrar el área bajo la banda 966 cm-1 entre los limites 

de 900 – 945 cm-1. Calcular la ecuación de la regresión lineal para área vs % de 

área de la calibración de los estándares trans. Usando la pendiente y el intercepto 

generado por los estándares trans, calcular el porcentaje de % trans de las 

muestras de ensayo, sustituyendo el valor del área integrada de las bandas trans 

en la siguiente ecuación:  

 

Reportar los resultados lo más cercano a 0.1%.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ANEXO N° 3 

CERTIFICADO DE ANALISIS DE ESTÁNDAR DE TRIOLEINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 4 

CERTIFICADO DE ANALISIS DE ESTÁNDAR DE TRIELAIDINIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 5 

PROCEDIMIENTO EN EL EQUIPO DE ESPECTROFOTOMETRIA 

INFRARROJO IR- SHIMADZU AFFINITY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

PROCEDIMIENTO  

Parte I: Análisis de Muestras de Margarina 

a. Encender el espectrofotómetro IR y la computadora  

b. Inicializar el programa IR-Solution  

c. Conectar el computador por medio del programa con el espectrofotómetro IR 

utilizando el comando “Measure”, comando “Admin”, Inicializar. Dejar un 

tiempo de equilibrio de 15 minutos.  

d. Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y que reconozca 

automáticamente el accesorio ATR.  

e. Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo con la unidad 

ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el comando “Measure”, y 

presionar “BKG” para obtener el espectro blanco (Background).  

f. Tomar una cantidad de la muestra desde su empaque primario con una 

espátula y colocar en un tubo de boca ancha de 50 mL.  

g. Tratar la muestra de la siguiente manera: Colocar el tubo de ensayo donde se 

encuentra la muestra en un baño de maría Precitherm y controlar con un 

termómetro que la temperatura se encuentre a 62°C ± 2°C, hasta la fundición 

y separación de las fases.  

h. Tomar una pequeña cantidad de muestra fundida con una pipeta o un gotero.  

i. Colocar la muestra distribuida uniformemente en el cristal de la celda y 

acoplarla en la unidad ATR del equipo Infrarrojo Shimadzu IR-Affinity. 

j. Analizar la muestra presionando el comando el comando “Measure”, colectar 

la información de la muestra en el espacio “coment” y presionar en “Sample” 

para obtener el espectro correspondiente para identificar la muestra de los 

4000 a los 500 cm-1.  

k. Limpiar la celda con un pañuelo suave y luego con un algodón impregnado 

de alcohol.  

l. Comparar los espectros obtenidos con el patrón positivo y negativo recabado.  



 

 

m. Observar si existe la presencia de la deformación del enlace C=C del isómero 

Trans que aparece cercano a los 966 cm-1.  

 

Parte 2: Obtención de espectros de estándares. Proceder de forma similar que 

III. PROCEDIMIENTO, parte 1, literales a,b y c 

a. Limpiar el material de ventana de la celda de Bromuro de potasio con 

algodón impregnado con acetona grado ACS.  

b. Armar la celda sin estándar  

c. Colocar la celda en el compartimiento para celdas espectrofotómetro IR y 

obtener el espectro de blanco (Background).  

d. Sacar la celda, desarmarla y volver a limpiar la celda de la misma forma 

que en el literal B. de la Parte 2  

e. Quebrar con cuidado, las ampollas que contienen los estándares y extraer 

con una jeringa de tuberculina un equivalente a media gota.  

f. Colocar la cantidad medida del Estándar en una cara de la ventana limpia 

y seca para luego colocar la otra ventana sobre la anterior, permitiendo 

que el estándar se distribuya uniformemente y sin burbujas.  

g. Armar con cuidado la celda  

h. Colocar la celda en el Espectrofotómetro IR y obtener el espectro Infrarrojo 

del estándar desde los 4000 a los 400 cm-1.  

i. Sacar la celda y Volver a limpiar la celda de la misma manera que en el 

literal B. de la Parte 2 y proceder con el siguiente estándar según los pasos 

F. a I.  

j. Al finalizar dejar las ventanas de celda limpia y seca en desecador. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 6 

CALCULOS DE LINEALIDAD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CALCULOS DE LINEALIDAD 
 
 

 Pendiente 
 

 

              𝒃𝟏 =
𝐧 ∑ 𝒙𝒚−∑ 𝒙 ∑ 𝒚

𝐧 ∑ 𝒙𝟐−(∑ 𝒙)𝟐       𝑏1 =
11(94.10)−(211.5)(3.013)

11(8051.25)−(211.5)2    𝑏1 =
1035.1−637.2495

88563.75−44732.25
 

      

𝒃𝟏 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟗 
 

 Ordenada al origen 
 

𝒃𝟎 =
∑ 𝒚−𝒃𝟏  ∑ 𝑿

𝐧
         𝑏0 =

(3.013)−(0.009)(211.5)

11
      𝑏0 =

1.1095

11
                              

𝒃𝟎 = 𝟎. 𝟏  

 
 Coeficiente de determinación 

 

𝒓𝟐 =
(𝒏(∑ 𝒙𝒚) − (∑ 𝒙)(∑ 𝒚))

𝟐

(𝒏(∑ 𝒙𝟐) − (∑ 𝒙)𝟐 )(𝒏(∑ 𝒚𝟐) − (∑ 𝒚)
𝟐 

)
 

 

𝑟2 =
(11)(94.10) − (211.5)(3.013))2

(11(8051.25) − (211.5)2)(11(1.155) − (3.013)2)
 

 

𝑟2 =
(1035.1 − 637.2495)2

(88563.75 − 44732.25)(12.705 − 9.078169)
 

 

𝑟2 =
158285.0204

(43831.5)(3.626831)
         𝑟2 =

158285.0204

158969.443
 

  

𝒓𝟐 = 𝟎.996 
 
 

 Intervalo de confianza para la pendiente 
 

𝑺𝒚
𝒙⁄ =

√∑ 𝒚
𝟐

−𝒃𝟏 ∑ 𝒙𝒚−𝒃𝒐 ∑ 𝒚

𝒏−𝟐
          𝑆𝑦

𝑥⁄ =
√

1.155−((0.009)(94.10))−((0.1)(3.013))

11−2
 

 
 

𝑆𝑦
𝑥⁄ =

√
1.155−0.8542−0.2994

9
  𝑆𝑦

𝑥⁄ =√
0.0014

9
    𝑆𝑦

𝑥⁄ =√0.00015556   𝑺𝒚
𝒙⁄ =

𝟎. 𝟎𝟏𝟎𝟓𝟒 



 

 

𝑺𝒃𝟏 = 𝑺𝒚
𝒙⁄ √

𝟏

∑ 𝒙𝟐 −
(∑ 𝒙)

𝟐

𝒏

 

 

𝑆𝑏1 = 0.01054√
1

8051.25−
(211.5)2

11

   𝑆𝑏1 = 0.01054√
1

8051.25−
44732.25

11

 

 

𝑆𝑏1 = 0.01054√
1

8051.25−4066.56818
       𝑆𝑏1 = 0.01054√

1

3984.68182
    

 

𝑆𝑏1 = 0.01054√0.00025096        𝑆𝑏1 = 0.01054(0.01584175)   
 

𝑺𝒃𝟏 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟏𝟕 
 
 
 
 

𝑰𝑪(𝜷𝟏) = 𝒃𝟏 ± 𝒕𝟎.𝟗𝟕𝟓,𝒏−𝟐𝑺𝒃𝟏 

 
𝐼𝐶(𝛽1) = 0.009 ± ((2.26)(0.00017))        𝐼𝐶(𝛽1) = 0.009 ± ((2.26)(0.00017)) 
 

𝐼𝐶(𝛽1) = 0.009 ± 0.0003842 
 

𝑰𝑪(𝜷𝟏) = 𝟎. 𝟎𝟎𝟗 + 𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟑𝟖𝟒𝟐 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟗𝟒 
 

𝑰𝑪(𝜷𝟏) = 𝟎. 𝟎𝟎𝟗 −  𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟑𝟖𝟒𝟐 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟖𝟔𝟐 
 
 

 Intervalo de confianza para la ordenada al origen 
 
 

=𝑥
− ∑ 𝑥

𝑛
              =𝑥

− 211.5

11
         =𝒙

− 𝟐𝟑. 𝟓 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

𝑺𝒃𝒐 = 𝑺𝒚
𝒙⁄

√
𝟏

𝒏
+

( )𝟐
𝒙
~

∑ 𝒙𝟐 −
(∑ 𝒙)𝟐

𝒏

 

 

𝑺𝑏𝑜 = 0.01054√
1

11
+

(23.5)2

8051.25− 
(211.5)2

11

     𝑆𝑏𝑜 = 0.01054√
1

11
+

552.25

8051.25− 
44732.25

11

   

 

𝑆𝑏𝑜 = 0.01054√0.09090909 +
552.25

8051.25 −  4066.56818
 

 

𝑆𝑏𝑜 = 0.01054√0.09090909 +
552.25

3984.68182
    

 

𝑆𝑏𝑜 = 0.01054√0.09090909 + 0.13859325             𝑆𝑏𝑜 = 0.01054√0.22950234 
 

𝑆𝑏𝑜 = 0.01054(0.47906403) 
 

𝑺𝒃𝒐 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟓𝟎𝟒𝟗𝟑𝟑 
 
 
 

𝑰𝑪(𝜷𝟎) = 𝒃𝟎 ± 𝒕𝟎.𝟗𝟕𝟓,𝒏−𝟐𝑺𝒃𝟎 

 
𝐼𝐶(𝛽0) = 0.1 ± ((2.26)(0.005)         𝐼𝐶(𝛽0) = 0.1 ± (0.0114115) 

 

𝑰𝑪(𝜷𝟎) = 𝟎. 𝟏 + 𝟎. 𝟎𝟏𝟏𝟒 = 𝟎. 𝟏𝟏𝟏𝟒 
 

𝑰𝑪(𝜷𝟎) = 𝟎. 𝟏 − 𝟎. 𝟎𝟏𝟏𝟒 = 𝟎. 𝟎𝟖𝟖𝟓 
 
 

 Coeficiente de variación de regresión 
 

𝑪𝑽𝒚
𝒙⁄ =

𝑺𝒚
𝒙⁄

𝒚
~

. 𝟏𝟎𝟎 

 

𝐶𝑉𝑦
𝑥⁄ =

0.01054

0.2739
. 100                   𝐶𝑉𝑦

𝑥⁄ = 0.0384812(100) 

 
𝑪𝑽𝒚

𝒙⁄ = 𝟑. 𝟖𝟒 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 7 

ESPECTRO INFRARROJO DE LOS ESTANDARES QUE CONFORMAN 

LA CURVA DE CALIBRACION 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura N°8. Acercamiento del Espectro Infrarrojo de los estándares que conforman  la Curva de Calibración 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°9.  Espectro Infrarrojo de los estándares q conforman la Curva de Calibración 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 8 

CALCULOS DE PRECISIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Precisión del método para margarina Dany. Ver Tabla N°4 
 
Analista 1 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ=

13.631 + 13.853 + 13.458 + 13.596 + 13.014 + 13.062

6
     Ῡ =

80.614

6
 ȳ = 13.44 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑠 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑠 = √

6(1083.6588)−(80.614)2

6(6−1)
  𝑠 = √

3.335804

30
                                             

𝑠 = √0.111193466   𝑠 = 0.33 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝛿

𝛾
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.33

13.44
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.02455 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.45 

 
Analista 2 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   𝛾 =

26.441 + 26.004 + 26.018 + 26.290 + 26.112 + 24.159

6
     Ῡ =

155.024

6
 Ῡ = 25.84 

 
 Desviación Estándar 

 

𝑠 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑠 = √

6(4008.9271)−(155.02)2

6(6−1)
  𝑠 = √

22.3622

30
  𝑠 = √0.74540666     

𝑠 = 0.86 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑠

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.86

25.84
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.033281733 ∗ 100  𝐶𝑉 = 3.33 

 

 
 
 
 



 

 

Precisión del método para margarina Cremy. Ver Tabla N° 5 
 
Analista 1 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

31.699 + 30.522 + 30.814 + 30.258 + 29.261 + 29.808

6
     Ῡ =

182.362

6
 ȳ = 30.39 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑠 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑠 = √

6(5546.1912)−(182.362)2

6(6−1)
  𝑠 = √

21.248156

30
 

𝑠 = √0.708271866   𝑠 = 0.84 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑠

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.84

30.39
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.02764 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.76 

 
Analista 2 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

23.575 + 22.965 + 23.480 + 23.656 + 23.406 + 24.843

6
     Ῡ =

141.925

6
 Ῡ = 23.65 

 
 Desviación Estándar 

 

𝑠 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑠 = √

6(3359.1041)−(141.925)2

6(6−1)
  𝑠 = √

11.918975

30
  𝑠 = √0.397299     

 𝑠 = 0.63 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑠

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.63

23.65
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.026638477 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.66 

 

 

 



 

 

Precisión del método para margarina Suly. Ver Tabla N° 6 
 
Analista 1 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

116.863 + 16.949 + 16.526 + 16.491 + 16.155 + 16.480

6
     Ῡ =

99.464

6
 Ῡ = 16.58 

 
 Desviación Estándar 

 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

6(1649.2656)−(99.464)2

6(6−1)
  𝑆 = √

2.506304

30
 𝑆 = √0.083543466    

𝑆 = 0.29 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.29

16.58
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.017490952 ∗ 100  𝐶𝑉 = 1.75 

 
Analista 2 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

21.612 + 21.296 + 21.700 + 20.605 + 20.676 + 20.522

6
     Ῡ =

126.411

6
 Ῡ = 21.0685 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

6(2664.7036)−(126.411)2

6(6−1)
  𝑆 = √

8.480679

30
  

𝑆 = √0.2826893   𝑆 = 0.53 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.53

21.0685
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.0251560 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.52 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 9  

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CALCULO DE 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA DANY



 

 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA DANY 

 

Figura N°10. Acercamiento del espectro Infrarrojo de resultados de Precisión del método de margarina Dany 

 



 

 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA DANY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°11. Espectro Infrarrojo de resultados de Precisión del método de margarina Dany 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 10 

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CÁLCULO  DE 

PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO DE MARGARINA DANY



 

 

PRESICION INTERMEDIA MARGARINA DANY 

 

 

 

Figura N°12. Acercamiento del Espectro Infrarrojo de resultados de  Precisión Intermedia margarina Dany 



 

 

 

PRESICION INTERMEDIA MARGARINA DANY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°13. Espectros Infrarrojo de resultados de  Precisión Intermedia margarina Dany 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 11 

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CALCULO DE 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA CREMY 

 

 

 



 

 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA CREMY 

 

 

 

Figura N°14. Acercamiento del Espectro Infrarrojo de resultados de Precisión del método de margarina Cremy 



 

 

 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA CREMY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°15. Espectros Infrarrojo de resultados de Precisión del método de margarina Cremy



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 12 

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CALCULO DE 

PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO DE MARGARINA CREMY



 

 

PRECISIÓN INTERMEDIA MARGARINA CREMY 

 

 

Figura N°16. Acercamiento del Espectro Infrarrojo de resultados de Precisión Intermedia margarina Cremy 

 



 

 

PRECISIÓN INTERMEDIA MARGARINA CREMY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°17. Espectro Infrarrojo de resultados de Precisión Intermedia margarina Cremy 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 13 

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CALCULO DE 

PRECISIÓN DEL MÉTODO DE MARGARINA SULY



 

 

PRESICION DEL MÉTODO DE MARGARINA SULY 

 

  

 

Figura N°18. Acercamiento del Espectro Infrarrojo de resultados de  Precisión del método de margarina Suly 



 

 

PRESICION DEL MÉTODO DE MARGARINA SULY 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°19. Espectro Infrarrojo de resultados de  Precisión del método de margarina Suly 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 14 

ESPECTROS INFRARROJOS COMBINADOS PARA EL CALCULO  DE 

PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO DE MARGARINA SULY



 

 

PRESICION INTERMEDIA MARGARINA SULY 

 

 

Figura N°20.  Espectros Infrarrojo de resultados de Precisión Intermedia margarina Suly 

 

 



 

 

PRESICION INTERMEDIA MARGARINA SULY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°21.  Espectros Infrarrojo de resultados de Precisión Intermedia margarina Suly 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ANEXO N° 15 

CALCULOS DE REPETIBILIDAD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Repetibilidad del método para margarina Dany. (Ver Tabla N°13) 
 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

13.631 + 13.853 + 13.458 + 13.596 + 13.014 + 13.062

6
     Ῡ =

80.614

6
 Ῡ = 13.44 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

6(1083.6588)−(80.614)2

6(6−1)
  𝑆 = √

3.335804

30
 

𝑆 = √0.111193466   𝑆 = 0.33 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.33

13.44
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.02455 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.45 

 
 
 
Repetibilidad del método para margarina Cremy. (Ver Tabla N° 14) 
 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

31.699 + 30.522 + 30.814 + 30.258 + 29.261 + 29.808

6
     Ῡ =

182.362

6
 Ῡ = 30.39 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

6(5546.1912)−(182.362)2

6(6−1)
  𝑆 = √

21.248156

30
 

𝑆 = √0.708271866   𝑆 = 0.84 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.84

30.39
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.02764 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.76 

 
 



 

 

Repetibilidad del método para margarina Suly. (Ver Tabla N° 15) 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   Ῡ =

116.863 + 16.949 + 16.526 + 16.491 + 16.155 + 16.480

6
     Ῡ =

99.464

6
 Ῡ = 16.58 

 Desviación Estándar 
 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

6(1649.2656)−(99.464)2

6(6−1)
  𝑆 = √

2.506304

30
 𝑆 = √0.083543466 

 𝑆 = 0.29 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

0.29

16.58
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.017490952 ∗ 100  𝐶𝑉 = 1.75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 16 

CALCULOS DE EXACTITUD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CALCULOS DE EXACTITUD 

 
 
Exactitud del Método. (Ver Tabla N° 16) 
 
 

 Media Aritmética 
 

Ῡ =
∑ 𝑦

n
   𝛾 =

1823.66

18
     Ῡ = 101.31 

 
 

 Desviación Estándar 
 

𝑆 = √
𝑛(∑ 𝑦2)−(∑ 𝑦)2

𝑛(𝑛−1)
  𝑆 = √

18(184891.0035)−(1823.66)2

18(18−1)
  𝑆 = √

2302.2674

306
 

 

𝑠 = √7.523749   𝑆 = 2.74 
 
 

 Coeficiente de variación 
 

𝐶𝑉 =
𝑆

Ῡ
∗ 100   𝐶𝑉 =

2.74

101.31
∗ 100  𝐶𝑉 = 0.027045 ∗ 100  𝐶𝑉 = 2.70 

 
 

 Intervalo de Confianza de la media poblacional 
 

𝐼𝐶(𝜇) = Ῡ ± 𝑡0.975.𝑛−1
𝑠

√𝑛
    𝐼𝐶(𝜇) = 101.31 ± 2.11

2.74

√18
  𝐼𝐶(𝜇) = 101.31 ± 2.11

2.74

4,24
 

 
𝐼𝐶(𝜇) = 101.31 ± 2.11(0.6458)    𝐼𝐶(𝜇) = 101.31 ± 1.36        

 
𝐼𝐶(𝜇) = 99.95         𝐼𝐶(𝜇) = 102.67  

 

 

 


