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1.  Resumen del proyecto de tesis. 

1.2 Resumen ejecutivo del Proyecto 

El gluten, proteína que forma parte de algunos cereales, origina en sujetos 

genéticamente predispuestos a la denominada Enfermedad Celíaca (EC), 

caracterizada por la intolerancia a esta proteína y que constituye una condición 

inflamatoria crónica y de alta prevalencia. El único tratamiento reconocido para la 

EC es una dieta libre de gluten. Muchos países, incluido Chile, han implementado 

la regulación de los alimentos libres de gluten, la que ha sido enfocada 

principalmente en la certificación de alimentos, los que se analizan con un método 

oficial de análisis CODEX tipo I. 

Las personas celiacas deben tener en cuenta que además de los alimentos, los 

medicamentos también podrían contener esta proteína, siendo la principal fuente 

de gluten en ellos los almidones derivados de cereales que contienen gluten o que 

bien pueden contenerlo por efecto de la contaminación cruzada. Los almidones 

suelen emplearse en la fabricación de comprimidos y cápsulas, catalogados como 

excipientes en la industria farmacéutica. 

En Chile, actualmente se está trabajando en un marco regulatorio para 

medicamentos libres de gluten. En este contexto, el objetivo de esta actividad 

formativa fue validar la metodología oficial de análisis para la determinación de 

gluten en alimentos, método AOAC 2012.01, en muestras No hidrolizadas de 

excipientes de uso en la industria farmacéutica que puedan contener gluten. 

La metodología oficial de análisis que aplica en alimentos, y que tiene validación en 

almidones, se validó en los excipientes de uso farmacéutico almidón de maíz y 

almidón de maíz pregelatinizado. Este trabajo se realizó en el laboratorio de gluten 

y alérgenos alimentarios del Instituto de Salud Pública de Chile (ISPCH). La 

validación se llevó a cabo siguiendo requisitos de la Norma ISO/IEC 17025:2017 y 

se establecieron criterios de aceptabilidad. Estos criterios de aceptabilidad en el 

caso de límites y precisión corresponden a los establecidos en la validación del 

método oficial, mientras que, para la veracidad, se consideró como recuperación 
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esperada la indicada en la guía de directrices para los requisitos de rendimiento de 

métodos estándar, Apéndice F (AOAC, 2016). Se realizaron determinaciones de los 

parámetros: límite de detección, límite de cuantificación, precisión, veracidad e 

incertidumbre. Los resultados demostraron cumplir con los criterios de 

aceptabilidad que se habían establecido para los parámetros evaluados en ambos 

excipientes farmacéuticos validados. Adicionalmente se efectuaron análisis para 

evaluar la respuesta del método en una muestra de producto farmacéutico final, en 

un comprimido trirranurado, el que contenía, dentro de otros excipientes, el almidón 

de maíz pregelatinizado. Dado los resultados obtenidos en la validación se concluye 

que es posible que el campo de aplicación del método AOAC 2012.01 pueda 

ampliarse a la matriz excipiente de uso farmacéutico no hidrolizado y que, por lo 

tanto, es válido para el fin previsto. El cumplimiento de este objetivo es un aporte 

técnico al marco regulatorio de los medicamentos libres de gluten, tanto a la 

industria como a la autoridad regulatoria, considerando la necesidad de 

complementar el marco regulatorio para medicamentos libres de gluten para que 

pacientes celiacos puedan mantener una estricta dieta libre de gluten y accedan a 

medicamentos seguros para su condición. 
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2.  Introducción 

2.1 Enfermedad celiaca: patogenia, sintomatología, epidemiología, 

diagnóstico y tratamiento. 

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía crónica, inmune mediada, 

gatillada por la ingesta de gluten en personas genéticamente susceptibles 

(Ludvigsson, 2013). Se desencadena por la ingestión de un grupo de proteínas 

(prolaminas) presentes en los cereales trigo, cebada, centeno y avena (Doña, 

2009). La prolamina del trigo es la gliadina, la del centeno es la secalina, la de la 

cebada es la hordeína y la de la avena es la avenina (Ministerio de Salud, 2018).  

Con la enfermedad, la activación del sistema inmune genera alteraciones 

histológicas típicas (atrofia vellositaria, hiperplasia de criptas) y funcionales en la 

mucosa intestinal (Doña, 2009). 

Las descripciones clínicas iniciales de EC se centraban en los síntomas 

digestivos, especialmente diarrea. En la actualidad se ha evidenciado un amplio 

espectro clínico, incluyendo cuadros asintomáticos, síntomas digestivos y extra 

digestivos. Dentro de los síntomas digestivos, el dolor abdominal es el síntoma 

más frecuente en niños. Otros síntomas frecuentes son: diarrea crónica o 

intermitente, constipación crónica, vómitos, pérdida de peso, distensión 

abdominal y malnutrición; esta última en caso de diagnóstico tardío. Respecto a 

las manifestaciones extra digestivas, la presentación más frecuente es la anemia 

ferropriva (Ortiz et al., 2017). 

Dos características epidemiológicas destacan en la EC en las últimas décadas: 

un aumento significativo de la prevalencia de EC a nivel mundial y un aumento 

de la detección de casos de EC en adultos(Ministerio de Salud, 2015).En Europa 

y los EE. UU, la frecuencia media de la enfermedad celíaca (EC) en la población 

general es aproximadamente del 1%(Catassi et al., 2015), símil a la situación 

nacional, donde, según la encuesta nacional de salud del año 2010, en Chile se 

estima una prevalencia del 1%. La prevalencia del 1% fue estimada con la 

“población susceptible”, es decir, que porta o puede desarrollar la enfermedad en 
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el futuro, de esta forma, cuando la prevalencia es corregida en base a los casos 

biopsiados, se estima en 0,6% (Ministerio de Salud, 2015). 

En casos sospechosos de EC se solicita serología, en búsqueda de anticuerpos 

anti transglutaminasa (TTG) y anti endomisio (EMA). Estos anticuerpos 

habitualmente son de tipo IgA y dado que el déficit de IgA es más frecuente en 

celiacos que en población general, deben determinarse en conjunto con IgA total 

para validar el resultado. Para la confirmación, deben obtenerse biopsias 

duodenales mediante endoscopia (Ortiz et al., 2017), y desde que se describió la 

EC, se mantiene el criterio que la confirmación histológica por biopsia es 

fundamental para el diagnóstico (Ministerio de Salud, 2015). 

Además de la EC, recientemente se han descrito la alergia al trigo (AT) y la 

sensibilidad no celíaca al gluten (SNCG). Si bien sus formas de presentación 

clínica y su relación con la ingesta pueden ser similares, sus mecanismos 

patogénicos, forma de diagnóstico y tratamiento difieren (Ortiz et al., 2017). 

Hasta hoy, el único tratamiento efectivo para la EC es la dieta libre de gluten 

(DLG): estricta, permanente y por toda la vida (Husby et al., 2012). Esto implica 

excluir de la dieta el trigo, centeno y cebada. Para la AT la dieta LG también es 

estricta, mientras que para la SNCG la adherencia a una DLG es guiada de 

acuerdo a la sintomatología. 

 

2.2 Dieta libre de gluten y regulación. 

El consumo de productos manufacturados conlleva a asumir riesgos potenciales 

a los pacientes celíacos, ya que el gluten puede ser añadido a un producto como 

ingrediente, aditivo, o bien éste puede contenerlo por razones tecnológicas del 

proceso de fabricación. Por lo tanto, el gluten puede estar presente no sólo en los 

productos elaborados a partir de las harinas de trigo, cebada, centeno y avena, 

como pan, pastas, pasteles y galletas, sino también en embutidos y derivados 

cárnicos, salsas, aperitivos, golosinas, comidas preparadas, e incluso, en ciertos 

medicamentos como excipiente (Gonzáles et al., 2007). 
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El mercado mundial de los productos sin gluten ha tenido un aumento sin 

precedente en los últimos años, que se explica por el aumento significativo que 

han tenido los problemas de salud relacionados con la ingesta de gluten: EC, 

SNCG y AT, además de un grupo creciente de personas aparentemente sanas 

que optan por una dieta sin gluten por considerarla más saludable. Para este 

último grupo los requerimientos son distintos, por lo que parte del aumento del 

mercado ha sido en base de productos sin control adecuado de su contenido de 

gluten (Estévez & Araya, 2016). 

El contenido de gluten en alimentos libres de gluten se encuentra normado a nivel 

internacional. La norma CODEX STAN 118/1979 y la normativa de la Comunidad 

Europea reconocen como alimentos “exentos de gluten” a los que contienen 

hasta 20 mg/kg y como reducidos en gluten a los que contienen entre 20 y 100 

mg/kg. La Administración de Alimentos y Medicamentos de EE.UU (FDA) define 

como alimentos libres de gluten a aquellos con un máximo de 20 mg/kg. Australia 

y Nueva Zelanda distinguen como alimentos libres de gluten a aquellos que no 

contienen gluten detectable y como bajos en gluten a los que no superan los 20 

mg/kg de gluten. En Argentina, el máximo permitido por el Código Alimentario 

Argentino es de 10 mg/kg para “alimentos libres de gluten”, lo que también se 

aplica a alimentos libres de gluten provenientes de los países miembros del 

MERCOSUR (Pellicer et al., 2014). 

En Chile, la regulación de los alimentos libres de gluten está establecida en el 

Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) (Ministerio de Salud, 2018). El RSA 

fija los requerimientos que deben cumplir los productos que portan un rótulo “libre 

de gluten”. Establece que un alimento libre de gluten es aquel que está preparado 

únicamente con ingredientes que por su origen natural y por la aplicación de 

buenas prácticas de fabricación - que impidan la contaminación cruzada – no 

contiene prolaminas procedentes de trigo, centeno, cebada, ni sus variedades 

cruzadas, así como también de la avena. Además, explicita que el término “libre 

de gluten” sólo podrá utilizarse cuando el resultado del análisis de laboratorio del 
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producto, para su entrega al consumidor final, no supere un límite de corte, el que 

actualmente es de 5 mg/kg de gluten.  

La certificación de alimentos libres de gluten en el país actualmente la realizan la 

Corporación de apoyo al Celiaco COACEL y la Fundación de intolerancia al 

Gluten CONVIVIR. Ambas son Instituciones sin fines de lucro que contribuyen a 

mejorar la calidad de las personas diagnosticadas con esta enfermedad en Chile. 

En cuanto a los medicamentos, siendo el único tratamiento una DLG, las 

personas con EC han de tener presente que los medicamentos también pueden 

contener gluten (Dávila, 2018). Esto es especialmente importante en aquellos 

medicamentos que son parte de tratamientos muy prolongados, como en ciertas 

patologías crónicas neurológicas, ente otras (Doña, 2009). Algunas personas con 

enfermedad celíaca han enfrentado dificultades cuando intentan determinar si 

medicamentos específicos contienen gluten. Ante la incertidumbre, los pacientes 

pueden renunciar a medicamentos importantes en lugar de arriesgarse a una 

reacción adversa al gluten (FDA,2017).  

En los medicamentos, la fuente principal de proteínas tóxicas proviene del uso de 

almidón. El almidón es una macromolécula compuesta por amilosa y 

amilopectina.  Suele emplearse como excipiente en la industria farmacéutica, en 

la fabricación de dosis sólidas orales (comprimidos y cápsulas) en donde se utiliza 

como aglutinante, diluyente y desintegrante.  El almidón se produce de harinas 

de diversas fuentes (maíz, papa, arroz, tapioca y trigo), mediante la extracción a 

partir de las fuentes vegetales con procesos de molienda gruesa, lavado, 

tamizado húmedo y separación por centrífuga. El almidón húmedo obtenido de 

estos procesos se seca y se muele para el uso en las formulaciones 

farmacéuticas (Raymond C Rowe., 2006).  

Según el análisis realizado por Dávila (2018), se detectó que, de los 8 titulares de 

registro sanitario en el país encuestados, y que respondieron a la pregunta: ¿qué 

tipo de almidón emplean en sus productos?, el 100% declaró utilizar almidón de 

maíz. Existe además un tipo de almidón llamado “pregelatinizado”, utilizado 
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ampliamente en la industria farmacéutica principalmente como un aglutinante. El 

proceso de gelatinización es una transición de orden–desorden que sufren los 

polímeros de almidón sometidos a procesos de calentamiento, lo cual tiene gran 

impacto en el procesamiento, calidad y estabilidad de los productos basados en 

almidón (Pineda et al., 2010). 

El almidón pregelatinizado es un almidón que ha sido químicamente y/o 

mecánicamente procesado para romper todo o parte de los gránulos de almidón 

y así hacer que el almidón sea fluido y directamente compresible.  

Los almidones pregelatinizados de calidad alimentaria se preparan calentando 

una suspensión acuosa que contiene hasta un 42 % p/p de almidón a 62–72°C. 

Aditivos químicos también pueden ser incluidos para controlar la rehidratación o 

minimizar la pegajosidad durante el secado. Después del calentamiento, la 

suspensión se puede secar por aspersión, por rodillo, extruido o secado en 

tambor. En este último caso, el material seco puede procesarse para producir un 

rango de tamaño de partícula deseado. Los grados farmacéuticos de almidón 

totalmente pregelatinizado no utilizan aditivos y el almidón parcialmente 

pregelatinizado es producido al someter el almidón humedecido a presión 

mecánica. El material resultante se muele y la humedad el contenido se ajusta a 

las especificaciones (Raymond C Rowe., 2006). 

Una importante cantidad de excipientes farmacéuticos existen. En el Handbook of 

Pharmaceutical Excipients (Raymond C Rowe., 2006) se describen un total de 832 

excipientes. Los proveedores de excipientes han desarrollado nuevas mezclas y 

nuevas formas físicas para mejorar sus propiedades Algunos procesos de 

manufactura de estos excipientes contemplan la hidrólisis enzimática, como el 

aspartamo, ácido benzoico, celulosa microcristalina, dióxido de silicio coloidal y 

glucosa líquida, entre otros. No aplica este proceso a almidones comunes ni 

pregelatinizados, que son los mayoritariamente declarados en el análisis realizado 

por Dávila, (2018). 
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En la industria del almidón de trigo el control de calidad de rutina se hace 

mediante la medida del contenido de proteínas totales, y antiguamente esto se 

correlacionaba con el contenido de gliadinas. Sin embargo, se demostró que esto 

no es exacto, y que para garantizar que el producto es libre de gluten se debe 

determinar el contenido de gliadinas (Doña, 2009). 

Es importante considerar, además, que las materias primas libres de gluten 

pueden eventualmente contaminarse con gluten en cualquiera etapa de la 

cadena productiva (Dávila, 2018). 

Respecto a la regulación, algunas normativas internacionales obligan a declarar 

a los laboratorios farmacéuticos si el gluten está presente como excipiente de los 

medicamentos. En Europa, excipientes que contienen gluten se acogen las 

indicaciones generales para la declaración de excipientes de “declaración 

obligatoria”, cuyo origen es la necesidad de incluir advertencias/ precauciones de 

uso en el rotulado y folletos de información al paciente/ profesional asociado a la 

presencia de ciertos excipientes que constituyen la formulación, cuyo 

conocimiento resulta necesario para garantizar el uso seguro de los 

medicamentos (EMA,2017). 

En España, por ejemplo, todos los medicamentos que contengan almidón de 

arroz, maíz o patata y sus derivados deben incluir información al respecto en el 

etiquetado (la caja del medicamento), su prospecto y su ficha técnica, para que 

el paciente esté informado de la planta de procedencia del almidón usado como 

excipiente (Ministerio de Sanidad, consumo y bienestar social, 2018). Ellos 

establecen que esos excipientes no contienen gluten, y serían aptos para los 

pacientes celiacos. Cuando se trata de excipientes que pueden contener gluten, 

como el almidón de trigo, cebada, avena, centeno o triticale y derivados, debe 

incluirse siempre la información sobre su contenido. Conocida la concentración, 

se diferenciará la información de acuerdo a un límite de corte del contenido de 

gluten, que para su regulación es de 20 mg/kg. 
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El marco regulatorio aplicable a productos farmacéuticos en Chile solo exige que 

los titulares de registro sanitario (TRS), realicen la declaración cuali cuantitativa 

de la fórmula y la declaración cualitativa de los excipientes utilizados y eliminados 

en el proceso de fabricación, lo que no es suficiente para asegurar que un 

producto farmacéutico sea libre de gluten, ya que no declara la cantidad de gluten 

que pueda estar contenido en los excipientes y tampoco existe un método de 

certificación que asegure ausencia de contaminación cruzada en el proceso de 

manufactura (Dávila, 2018). 

Aun cuando no existe un método de certificación, la guía clínica de MINSAL 

(Ministerio de Salud, 2015) recomienda que se sugiera a los pacientes celiacos 

se informen periódicamente acerca de la enfermedad, siguiendo listado de 

productos alimenticios y medicamentos certificados en la página web de COACEL 

(COACEL, 2019) y CONVIVIR (CONVIVIR, 2019). Este y otros antecedentes 

fueron recopilados por Dávila (2018), para la formulación de recomendaciones 

para los productos farmacéuticos libres de gluten nacionales, las que se 

establecieron en el Informe Técnico sobre aspectos regulatorios internacionales 

para medicamentos libres de gluten de ANAMED (Instituto de Salud Pública, 

2018), donde se señala un límite como punto de corte para declarar un MLG, símil 

al de la regulación en alimentos, además de indicaciones sobre aplicación de 

buenas prácticas de manufactura (BPM) para evitar la contaminación cruzada, 

como también lineamientos para la leyenda “libre de gluten” de los productos. 

Del análisis nacional sobre regulación de MLG, se concluyó que las agrupaciones 

que hoy en día realizan la tarea de generar listado de medicamentos libres de 

gluten en Chile, no cuentan con los antecedentes necesarios que aseguren 

ausencia de gluten en los productos farmacéuticos. De este trabajo también se 

concluye que, en la práctica, según información de la Fundación COACEL, el 

gluten se mide en el producto final y no se fiscaliza la aplicación de las Buenas 

prácticas de manufactura BPM (Dávila, 2018) 
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2.3 Buenas prácticas de manufactura (BPM) en la industria de alimentos y 

medicamentos. 

En la elaboración de alimentos existen diversos puntos críticos susceptibles de 

provocar la contaminación con gluten de los alimentos cuando en la misma 

fábrica o cadena de producción se elaboran productos con y sin gluten (González 

et al., 2007). En la regulación nacional de alimentos libres de gluten, el RSA 

(Ministerio de Salud, 2018) establece a modo general “que los establecimientos 

de producción, elaboración, preservación y envase de alimentos deberán cumplir 

con las Buenas Prácticas de Fabricación” (BPF). Y luego, en específico establece 

en su artículo 516 que para efectos de la inclusión en el rótulo de la leyenda “Libre 

de Gluten” los elaboradores de alimentos libres de gluten deberán contar con un 

programa de buenas prácticas de fabricación, con el fin de asegurar la no 

contaminación con los derivados de trigo, centeno, cebada y avena en los 

procesos, desde la recepción de las materias primas hasta la comercialización 

del producto final.  

En la manufactura de medicamentos, el mismo riesgo de contaminación cruzada 

podría estar presente. El gluten de trigo podría ser introducido en un producto 

farmacológico oral como un contaminante adventicio (por ejemplo, como 

resultado del contacto con gluten durante la fabricación, procesamiento, 

transporte o almacenamiento). Aun existiendo este riesgo, se espera que 

cualquier gluten presente de forma adventicia en el fármaco oral estaría presente 

por debajo de los límites de detección asociados con los métodos de prueba 

analíticos actuales. Además, la regulación de buenas prácticas de manufactura 

para productos farmacéuticos refleja una obligación básica de evitar la 

contaminación de un medicamento que se está procesando (FDA, 2017). En la 

industria farmacéutica, las BPM son lineamientos generales que rigen desde 

aspectos administrativos hasta la ejecución de las instrucciones preestablecidas 

y procesos productivos. Aseguran que los productos se fabrican de forma 

adecuada, uniforme y controlada y están orientadas a disminuir riesgos 

inherentes en cualquier producción farmacéutica, dichos riesgos son 
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esencialmente de dos tipos: contaminación (de contaminantes inesperados) y 

mezclas (confusión). Su óptimo cumplimiento es un requisito en la mayoría de las 

normativas que regulan el contenido de gluten en los medicamentos (Dávila, 

2018). 

En Chile, para la industria farmacéutica, las BPM están normadas en la norma 

técnica N°127 del MINSAL: “Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) para la 

Industria de Productos Farmacéuticos" (Ministerio de Salud, 2013) y no existen 

en ella indicaciones específicas respecto a riesgos de contaminación cruzada con 

gluten, u otro excipiente que tenga acción o efecto en determinadas 

circunstancias. 

 

2.4 Metodologías para la determinación de gluten. 

Las técnicas analíticas de detección de gluten son las herramientas con las que 

cuentan las asociaciones de celíacos y la industria agroalimentaria para realizar 

un control de la presencia de gluten en los alimentos 

Para proteger a los consumidores sensibles al gluten, se necesita el desarrollo 

de métodos analíticos confiables que permitan la detección de gluten en varios 

productos alimenticios. Existen técnicas como los ensayos por inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA), la técnica PCR, Western Blot, espectrometría de 

masas, cromatografía y tiras inmunocromatográficas (González et al., 2007). 

Actualmente, el ELISA es probablemente la metodología más extendida. La 

técnica ELISA (del inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) consiste en un 

ensayo basado en el principio inmunológico del reconocimiento y unión de los 

anticuerpos a las moléculas que reconocen como extrañas (antígenos). Es un 

método inmunológico clásico, enormemente utilizado para una gran cantidad de 

aplicaciones. En el caso de la detección de gluten se utilizan anticuerpos que 

reconocen fragmentos presentes en las proteínas del gluten (antígeno). Existen 

distintos tipos de ensayos ELISA, siendo los más utilizados en la detección de 
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gluten los ensayos tipo sándwich y los ensayos competitivos (González et al., 

2007). 

El método ELISA basado en el anticuerpo R5 ha recibido el estado de tipo I en el 

Codex Alimentarius (Henrottin et al., 2019). Esto está indicado en la Norma 

Internacional de Alimentos (2008) relativa a los alimentos para regímenes 

especiales destinados a personas intolerantes al gluten CODEX STAN 118 – 

1979. El documento indica que el anticuerpo utilizado debería reaccionar a las 

fracciones de las proteínas de los cereales que son tóxicas para las personas 

intolerantes al gluten y no deberían reaccionar a otras proteínas de los cereales 

ni a otros constituyentes de los alimentos o ingredientes. En este sentido, el 

anticuerpo R5 reconoce un fragmento de 5 aminoácidos ampliamente repetido en 

el gluten, el epitope QQPFP, potencialmente celiaco-tóxico, contenido en la 

gliadina de trigo y otras prolaminas (Valdés et al., 2003). Este método fue 

recomendado al CODEX por el Grupo de Trabajo sobre Análisis y Toxicidad de 

la Prolamina (PWG). 

El método ELISA R5 está disponible comercialmente en dos versiones, como un 

ELISA sándwich para proteínas de gluten intactas con al menos dos epítopos de 

unión y como un ELISA competitivo para el gluten parcialmente hidrolizado 

(péptidos de gluten), que necesitan un solo epítope para unirse. ELISA sándwich 

es el método de elección para alimentos no hidrolizados, mientras que el ELISA 

competitivo lo es para medir gluten en alimentos parcialmente hidrolizados 

(Lacorn& Weiss, 2015). El ELISA sándwich es método oficial AOAC 2012.01 para 

productos en base a arroz y cereales, soya, almidones, pseudo cereales, 

legumbres, especies, jugo, queso crema, pesto, carne, galletas, postres, 

queques, pescado, pan dulces y papas. El ELISA competitivo es método oficial 

AOCA 2015.05 para cerveza, syrup de almidón, jarabe de malta, masa madre y 

salsa de soya. 

Ambos ELISA cuantifican gliadina. El contenido de gluten de una muestra se 

puede calcular a partir del valor de gliadina, ya que la gliadina generalmente 

representa el 50% de las proteínas presentes en el gluten. Los valores de gluten 
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pueden expresarse en mg / kg multiplicando el valor de gliadina por 2(AOAC, 

2106). El análisis en el ELISA sándwich cubre un rango de concentración de 5 a 

80 mg de gluten /kg, mientras que el competitivo entre 10 y 270 mg de gluten /kg 

(Lacorn & Weiss, 2015). Siguiendo directrices de AOAC Internacional, ambos 

métodos fueron sometidos a estudios colaborativos internacionales para su 

validación. 

 

2.5 Aseguramiento de la validez de los resultados. 

La Norma NCh ISO/IEC ISO 17025 “Requisitos generales para la competencia de 

los laboratorios de ensayo y calibración”, especifica, como bien dice su título, los 

requisitos de imparcialidad y operación coherente de los laboratorios (ISO, 2017). 

En su requisito 7.7 Aseguramiento de la validez de los resultados, la Norma señala 

varias herramientas para realizar el seguimiento de la validez de los resultados. El 

uso de materiales de referencia o de materiales control de calidad es una de esas 

herramientas. Un material de referencia (MR) es un material suficientemente 

homogéneo y estable con respecto a propiedades especificadas, establecido como 

apto para su uso previsto en una medición o en un examen de propiedades 

cualitativas. El examen de una propiedad cualitativa comprende la asignación de un 

valor a dicha propiedad y de una incertidumbre asociada, cuando se trata de un 

material de referencia certificado. (Instituto de Salud Pública de Chile, 2022). 

Para la determinación de gluten existe un material de referencia que se ha producido 

bajo la dirección del Grupo de Trabajo de Prolaminas (PWG). La gliadina de este 

material se extrajo de una mezcla de 28 cultivares de trigo europeos. Las albúminas 

y las globulinas se eliminaron por extracción con solución de NaCl 0,4 M y las 

gliadinas se extrajeron con etanol al 60%. Los extractos de gliadina se concentraron, 

se desalinizaron por ultrafiltración, se secaron por congelación y se 

homogeneizaron. El material residual después de la liofilización se denomina PWG-

gliadina (Holanda, 2023). 
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El Grupo de Trabajo de Prolaminas (PWG) fue fundado en 1985 y tiene como 

objetivo realizar y coordinar investigaciones sobre el análisis del gluten en los 

alimentos y sobre la evaluación de los aspectos clínicos y nutricionales de la 

enfermedad celíaca. Un grupo internacional de médicos, químicos, científicos de 

alimentos y nutricionistas trabajan juntos para lograr este objetivo. 

El método de ensayo que describe todos los pasos a seguir para realizar esta 

determinación contiene un apartado con el detalle del aseguramiento de la calidad 

que permitirá aceptar o no los resultados de un batch de análisis. En el método de 

ensayo código dentro del sistema de gestión de calidad del ISPCH, 761.00.219 se 

establece, además del uso de material de referencia para efectuar fortificados en 

matriz y controlar la veracidad del método: participación periódica y de acuerdo a 

disponibilidad en ensayos de aptitud, demostración de la precisión con evaluación 

del CV% de muestras en duplicado y duplicados de cada estándar de la curva de 

calibración. 

 

2.6 Validación y verificación de métodos de ensayo.  

La validación de un método de ensayo es un requisito importante en la práctica 

del análisis de laboratorio.  

La Norma NCh ISO/IEC ISO 17025 (2017) define validación como una 

verificación, cuando los requisitos especificados son adecuados para un uso 

previsto. Y define, además, verificación, como la aportación de evidencia objetiva 

de que un ítem dado satisface los requisitos especificados. Validar es 

demostrar, a través de evidencia empírica, de que un laboratorio puede 

desempeñar de manera satisfactoria un método normalizado, un método 

normalizado estandarizado o un método alternativo validado, en el propio 

ambiente del laboratorio, de acuerdo a las características de desempeño 

analítico de este. Muy generalmente se indica que un laboratorio debe 

validar los métodos: no normalizados, los métodos que diseña o desarrolla, 

los métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, así como 
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las ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para 

confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto. La validación o 

verificación, debe ser tan amplia como sea necesario para satisfacer las 

necesidades del tipo de aplicación o del campo de la aplicación dados (Instituto 

de Salud Pública de Chile, 2018) 

La Guía técnica Validación de métodos y determinación de la incertidumbre de la 

medición: “Aspectos generales sobre la validación de métodos”, define a un 

método normalizado como el método apropiado para el ensayo dentro de su 

alcance, publicado por organismos de normalización internacional, nacional o 

regional -ISO, EN, NM, ASTM, BS, DIN, IRAM, etc.- o por organizaciones 

reconocidas en diferentes ámbitos - AOAC, FIL-IDF, EPA, USP etc.- (Instituto de 

Salud Pública de Chile, 2010). 

Antes de realizar una validación o verificación de cualquiera de los métodos antes 

mencionados, la aportación de evidencias objetivas del método, se debe 

asegurar con trazabilidad metrológica de los equipos, instrumentos y materiales 

de referencia utilizados (Instituto de Salud Pública de Chile, 2018). 

La trazabilidad metrológica es la propiedad de un resultado de medida por la cual 

el resultado puede relacionarse con una referencia mediante una cadena 

ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada una de las cuales 

contribuye a la incertidumbre de medida. En esta definición, la referencia puede 

ser la definición de una unidad de medida, mediante una realización práctica, un 

procedimiento de medida que incluya la unidad de medida cuando se trate de una 

magnitud no ordinal, o un patrón (Ministerio de Industria, Energía y Turismo, 

2012). 

Respecto a los parámetros que se consideran para validar o verificar un método 

de ensayo, la Norma NCh ISO/IEC ISO 17025 (2017) especifica como una nota 

que las técnicas utilizadas para la validación pueden ser una de las siguientes o 

una combinación de ellas: a) calibración o evaluación del sesgo y precisión 

utilizando patrones de referencia o materiales de referencia, b) una evaluación 
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sistemática de los factores que influyen en el resultado, c) robustez del método 

de ensayo a través de variación de parámetros controlados, d) la comparación de 

resultados obtenidos con otros métodos validados, e) las comparaciones 

interlaboratorio, f) la evaluación de la incertidumbre de la medición de los 

resultados basada en la comprensión de los principios teóricos de los métodos y 

en la experiencia práctica del desempeño del método de muestreo o ensayo. 

En general, los parámetros considerados para validar metodologías del tipo 

ELISA (kit) incluyen (Instituto de Salud Pública de Chile, 2022): 

 

2.6.1 Determinación de límites: límite de detección (LOD) y límite de cuantificación 

(LOQ).  

LOD es la menor concentración del analito en una muestra que puede detectarse, 

pero no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones establecidas del 

ensayo (Anexo A Guía Eurachem). La determinación del LOD en algunos casos 

se realiza con una función que permite extrapolar a la respectiva concentración 

del analito, valores en densidad óptica de matrices cero, para luego estimar el 

LOD como la media calculada más 3 veces la desviación estándar de las 

mediciones. La opción de función comúnmente utilizada es la polinómica de 

segundo grado. 

LOQ es la menor concentración de un analito en matriz, que puede determinarse 

con una exactitud aceptable, bajo las condiciones establecidas del ensayo (Anexo 

A Guía Eurachem). La determinación del LOQ puede ejecutarse registrando 

mediciones de un fortificado en matriz en el nivel del límite de cuantificación 

declarado por el fabricante. En algunos casos, en paralelo se puede medir el 

estándar cuya concentración equivale al LOQ a verificar, para evaluar que los 

rangos de muestras fortificadas medidos, son similares al rango del estándar. 
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2.6.2 Determinación de la precisión:  La precisión se establece en términos de 

repetibilidad (variación intraensayo) y reproducibilidad intralaboratorio. 

Precisión: es la proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos 

en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo 

condiciones especificadas. 

Es habitual que la precisión de una medida se exprese numéricamente mediante 

medidas de dispersión tales como la desviación típica, la varianza o el coeficiente 

de variación bajo las condiciones especificadas. Las “condiciones especificadas” 

pueden ser condiciones de repetibilidad, condiciones de precisión intermedia, o 

condiciones de reproducibilidad. 

La repetibilidad o variación intraensayo: es precisión de medida bajo un conjunto 

de condiciones de repetibilidad donde los resultados de los análisis se obtienen 

con el mismo método en ítem idénticos de análisis con los mismos operadores, 

el mismo sistema de medida, las mismas condiciones de operación y el mismo 

lugar, con mediciones repetidas en un periodo corto de tiempo. 

La reproducibilidad intralaboratorio: es precisión de medida bajo un conjunto de 

condiciones de reproducibilidad, donde los resultados de los análisis se obtienen 

con el mismo método en ítem idénticos de análisis, pero con diferentes 

condiciones de laboratorio, operadores, equipo, étc.  

Para la determinación de ambos parámetros, en general las indicaciones hacen 

referencia a mediciones del analito en un fortificado en matriz, material de 

referencia o material control, según disponibilidad.  

Los niveles de concentración medidos deben considerar el límite de cuantificación 

declarado por el fabricante, y otras dos concentraciones en el intervalo de trabajo 

(nivel medio y alto). A continuación, se calculan la Desviación Estándar (DE) y el 

porcentaje de coeficiente de variación (CV%) entre mediciones. En general se 

utilizan entre 6 y 15 réplicas para el cálculo de la precisión. 
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Desviación estándar (s, S) es el promedio de lejanía de los valores obtenidos 

(lecturas) respecto del promedio. 

 

Siendo: 

x = valor de una lectura. 

X= promedio de la totalidad de lecturas. 

n = número de lecturas 

 

Coeficiente de Variación (CV) es la desviación estándar dividida por la media. 

También es conocida como desviación estándar relativa (RSD). El coeficiente de 

variación puede ser expresado en porcentaje: 

 

%CV =  S x100 

X 

Siendo: 

S = desviación estándar de las lecturas. 

X = promedio de la totalidad de lecturas. 

 

El intervalo de trabajo es el intervalo entre el nivel más bajo y más alto de 

concentración que ha sido demostrado que puede ser determinado con la precisión 

y exactitud requeridas para una determinada matriz. 
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2.6.3 Determinación de la Veracidad: Para calcular este parámetro, se puede 

calcular sesgo (b) o porcentaje de recuperación (%R). 

El sesgo es la estimación de un error de medición sistemático, o la diferencia 

sistemática entre el valor cuantitativo. Para su estimación se utiliza un material de 

referencia o material control equivalente a la matriz de estudio, siempre que sea 

posible. A continuación, se compara la concentración promedio obtenida de las 

mediciones con la asignada al Material, según la siguiente fórmula:  

b = Promedio – Valor MR 

 

Se recomiendan las pruebas estadísticas de significancia para evaluar la 

aceptación del sesgo (b). Se puede realizar el análisis de los datos aplicando 

estadístico “t de student” con un α = 0.05, de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 

t(n-1,α/2) = [(Ẋ – μ)] * √n 

   s 

 Donde: 

 Ẋ = promedio de las mediciones del material  

 Μ = media certificada del material de referencia 

 n-1 = grados de libertad 

 s = desviación estándar  

 

 La estimación del sesgo también se puede evaluar por el porcentaje de 

recuperación del material, según la siguiente fórmula: 

 %R = Promedio * 100 

  Valor MR 
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La recuperación es la fracción de la sustancia agregada a una muestra (muestra 

fortificada) antes del análisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar. 

Para la recuperación se utilizan fortificados de matrices blanco. Para estimar este 

parámetro se compara la diferencia de concentración entre el valor promedio de las 

muestras fortificadas (x’) y el valor promedio (x) de la concentración adicionada 

(xFt). A continuación, se calcula el porcentaje de recuperación (%R), a varios niveles 

de concentración, según la siguiente fórmula: 

  %R = x’ – x * 100 

   xFt 

 

Los niveles de concentración medidos deben considerar el límite de cuantificación 

declarado por el fabricante, y otras dos concentraciones en el rango de trabajo (nivel 

medio y alto). 

Los fortificados se realizan con uso de un material de referencia. Cuando se realizan 

fortificados con uso de un material de referencia las evaluaciones de los resultados 

están sujetos a los criterios de aceptabilidad. Estos criterios son exigencias de una 

característica de funcionamiento en función de las cuales se puede determinar que 

un método analítico es adecuado para la finalidad perseguida y ofrece resultados 

fiables (Instituto de Salud Pública, 2022). Lo anterior aplica para la evaluación de 

todo parámetro en una validación. Los criterios se establecen en base a una 

referencia. La guía de directrices para los requisitos de rendimiento de métodos 

estándar, Apéndice F (AOAC, 2016) considera la recuperación esperada en función 

de la concentración del analito. El rango de la recuperación media aceptable se 

expande a medida que disminuye la concentración del analito. El apéndice 

proporciona una tabla de rangos de recuperación promedio objetivo para 

concentraciones de analito de 1 ppb a 100%. 
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2.6.4 Evaluación de la Incertidumbre: La incertidumbre es un parámetro asociado 

al resultado de una medición que caracteriza la dispersión de los valores que 

podrían razonablemente ser atribuidos al mesurando. (VIM, 2012). 

Normalmente solo se exige a un laboratorio que estime la incertidumbre relacionada 

con aquellos procesos sobre los que ejerce un control, esto es, solo aquellos 

procesos que tienen lugar en el laboratorio si el muestreo no es responsabilidad del 

personal del mismo. La identificación de las fuentes de incertidumbre de un proceso 

analítico y la estimación de su valor son un requisito de la Norma ISO 17025:2017. 

Existen diferentes formas de determinar su valor. El Manual de Laboratorio ORA 

LAB de la FDA (FDA, 2019) entrega directrices de los siguientes métodos para 

determinarla: 

 

a) Determinación de la incertidumbre utilizando la desviación estándar relativa 

de muestras control. Para esta determinación es requisito fundamental que 

las muestras pasen por todas las etapas del método para el cual se quiere 

estimar la incertidumbre. Se debe contar con material de referencia 

certificado, o material de referencia, o material control interno. De no contar 

con estos controles, realice determinación de fortificados a diferentes 

concentraciones, incluyendo en lo posible el nivel regulatorio del analito a 

determinar. A continuación, se debe calcular la concentración y el porcentaje 

de recuperación, para luego continuar con la estimación de la desviación 

estándar y el coeficiente de variación porcentual de los resultados en los que 

el proceso está bajo control. Finalmente calcular la incertidumbre de la 

medida a un nivel de confianza del 95% utilizando la siguiente fórmula:  
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U%= k * CV% 

  Donde: 

 U% = Incertidumbre expandida porcentual 

 k = Factor de cobertura (Para su elección según el número de puntos a 

considerar (n), utilizar el t estadístico apropiado para un 95% de confianza, 

de acuerdo a Tabla N° 1 a continuación: 

 

TABLA N° 1: t de Student para 95% de confianza (2 colas) 

Grados de libertad (n-1)* t 

1 12,7 

2 4,3 

3 3,2 

4 2,8 

5 2,6 

6 2,4 

8 2,3 

10 2,2 

20 2,1 

 *Para grados de libertad intermedios, se puede utilizar el valor inferior más próximo 

 

Para expresar el valor de incertidumbre medido en unidad de concentración, 

utilizar la siguiente fórmula 

Valor de incertidumbre en unidad de concentración = 

(Valor de concentración * U%)/100 
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b) Determinación de la incertidumbre utilizando el método de la raíz de la suma 

de los cuadrados. Esta forma de estimar la incertidumbre total es por medio 

de la suma de las varianzas de las incertidumbres estándares o incertidumbres 

estándares relativas de los diferentes componentes. Para lo anterior se debe 

especificar el mesurando, revisar el método e identificar posibles fuentes de 

incertidumbre y cuantificar los componentes.  

La estimación puede provenir de diferentes fuentes. Lo anterior se puede hacer 

mediante la evaluación de la incertidumbre asociada a cada fuente individual, para 

posteriormente combinarlas, o determinando directamente la contribución 

combinada a la incertidumbre de los resultados de algunas o todas estas fuentes, 

usando datos del desempeño del método; estas fuentes pueden incluir: resultados 

de estudio de verificación/validación, información derivada de cartas control y/o 

resultados de participación de ensayos de aptitud. En todos estos casos es 

necesario que los datos utilizados estén bajo control (sin desviaciones).  

En el caso de utilizar los datos de desempeño del método para calcular la 

incertidumbre, se deberá calcular la incertidumbre derivada de la precisión y la 

derivada del sesgo. Lo anterior dado que, los estudios de precisión y veracidad 

tienen en cuenta la influencia de prácticamente todas las fuentes de incertidumbre 

debido a que las muestras que participan de estos estudios abarcan todo el método 

de ensayo, por lo que abarcan los aportes de las fuentes de manera unitaria.  

Una vez determinados los valores de incertidumbre de los componentes, se deben 

combinar, por medio de la raíz de la suma de los valores al cuadrado de cada 

componente. A partir de este cálculo se obtiene el valor de incertidumbre 

combinada, la que puede ser estándar o relativa (según si está expresada en el 

valor de concentración o en porcentaje respectivamente).  
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Una vez determinado el valor de incertidumbre combinada, se debe expandir 

este valor, multiplicando por el factor de cobertura (k) necesario. Un nivel de 

confianza del 95% es suficiente para los fines de esta sección, por lo que en 

ese caso aplica un k = 2.  Cuando la estimación de la incertidumbre se base 

en escasos datos, el factor de cobertura podrá variar de acuerdo a la 

distribución de t de student. Para un n de datos igual o mayor a 50, el factor 

de cobertura podrá ser de valor 2, en caso de contar con una cantidad inferior 

de datos, utilizar el valor de factor de cobertura de acuerdo a la Tabla N°1 

anterior. 

  



31 

 

3. Objetivo general 

 

Validar la metodología oficial de análisis para la determinación de gluten en 

muestras No hidrolizadas de excipientes de uso en la industria farmacéutica, que 

puedan contener gluten. 

 

3.1 Objetivo específicos 

3.1.1 Determinar los parámetros de validación límite de detección, límite de 

cuantificación, precisión, veracidad e incertidumbre en las matrices almidón de maíz 

y almidón de maíz pregelatinizado 

3.1.2 Evaluar el comportamiento del método con una muestra farmacéutica 

comercial que contiene almidón de maíz pregelatinizado como excipiente. 
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4 Metodología 

El cumplimiento del objetivo de esta actividad formativa equivalente a tesis se llevó 

a cabo en el laboratorio de gluten y alérgenos alimentarios del ISPCH, 

Departamento Nacional de Referencia en Salud Ambiental.  

 

4.1 Muestra:  

Se seleccionaron excipientes de la industria farmacéutica en base alimentaria 

(almidones) y que de acuerdo a la bibliografía revisada tuvieran relevancia en Salud 

Pública como excipiente de uso en los medicamentos.  

Con antecedentes de un estudio de 2018 que encuestó a titulares de registro 

sanitario sobre los excipientes de mayor uso en medicamentos en formato 

comprimidos, se seleccionaron para este estudio los excipientes almidón de maíz 

y almidón de maíz pregelatinizado. Estos excipientes no son hidrolizados 

Además, para la evaluación de un producto farmacéutico comercial, detallada en el 

punto 4.4, se seleccionó un medicamento en presentación de comprimido que 

contuviera alguno de los excipientes en los que la validación se ejecutó y que tuviera 

relevancia en salud pública. Se seleccionó la muestra comprimido trirranurado de 

clotiazepam 0,5 mg, el que contiene como excipiente el almidón de maíz 

pregelatinizado. Todas las muestras fueron obtenidas con la cooperación del 

Subdepartamento Laboratorio Nacional de Control de la Agencia Nacional de 

Medicamentos ANAMED.  

Las fichas técnicas de estas muestras se presentan en los anexos 1, 2 y 3.  

 

4.2 Método de ensayo aplicado:  

Metodología oficial para la determinación de gluten en muestras No hidrolizadas: 

método de ensayo AOAC 2012.01 con uso del Kit RIDASCREEN® Gliadin R7001. 

Esta metodología de ensayo se encuentra documentada dentro del sistema de 
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gestión de calidad del ISPCH con el código interno ME-761.00-219 de la Sección 

química de alimentos. Para la ejecución de los ensayos para la estimación de los 

parámetros de validación se realizaron repetidos procesos de extracción y análisis 

(lectura) de muestras.  

4.2.1 Extracción de muestras:  

Para la extracción de la muestra se pesó 0,25 g de muestra molida sólida en un vial 

a la que se agregaron 2,5 mL de solución extractante (solución cóctel). A 

continuación, la muestra fue incubada en un baño termorregulado en agitación 

durante 40 min a 50 °C para luego dejar enfriar y mezclar con 7,5 ml de etanol al 80 

%. A continuación, el vial fue agitado de forma rotatoria durante 1 h a temperatura 

ambiente y luego centrifugado por 10 min a 2500 g a temperatura ambiente. El 

sobrenadante (extracto) fue traspasado a un nuevo vial y reservado para su análisis. 

A continuación, el extracto es diluido 1:12,5 con solución de dilución de muestra. Se 

utilizaron luego 100 µL por pocillo en el ensayo. 

4.2.2 Análisis de muestras:  

Los contenidos del Kit de ensayo fueron llevados a temperatura ambiente. Se 

insertaron la cantidad suficiente de pocillos necesarios en el soporte de 

micropocillos para todos los estándares y muestras a ejecutar. Se agregaron 100 

µL de cada solución estándar o muestra preparada a los pocillos y se incubaron 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, el contenido de los 

pocillos fue descartado y estos fueron llenados con 250 µL de solución de lavado 

diluido. Este paso fue repetido otras dos oportunidades. A continuación, se 

agregaron 100 µL del conjugado marcado con enzima diluido a cada pocillo, y se 

incubaron durante 30 min a temperatura ambiente para seguir con un nuevo proceso 

de lavado de los micropocillos con solución de lavado. A continuación, se agregaron 

50 μl de sustrato y 50 μl de cromógeno a cada pocillo para luego incubar durante 

30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Transcurrido este tiempo de 

incubación los micropocillos positivos desarrollaron un color azul, lo que indica la 

presencia de gliadinas. Se agregaron a continuación 100 µL de reactivo de 
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detención. Finalmente se leyeron absorbancias en un lector de microplacas ELISA 

con una OD de 450 nm. 

Para el cálculo de los resultados se utilizó una planilla Excel validada para el 

procesamiento de los datos.  

 

4.3 Parámetros de validación aplicados y sus criterios de aceptabilidad. 

En cada muestra se realizaron análisis para la estimación de: límite de detección, 

límite de cuantificación, precisión, veracidad e incertidumbre. El número de análisis 

por parámetro fue igual a 10. En algunos casos, datos obtenidos para la estimación 

de un parámetro fueron utilizados para la evaluación de otro. Los parámetros de 

validación que se consideraron realizar siguieron directrices de la Norma ISO/IEC 

17025 (2017). De acuerdo a la Norma se documentó un plan de validación en el que 

se especificaron las pruebas a realizar y los criterios de aceptación para los 

parámetros y variables estadísticas comprometidas.  

La aceptabilidad de las variables estadísticas aplicadas en la validación 

correspondió a las declaradas por el fabricante del kit en su validación (R-Biopharm, 

2016) y a las señaladas en el apéndice F de la AOAC (AOAC, 2016). 

Previo a la determinación de los parámetros de validación cada una de las muestras 

fue analizada 10 veces con fin de establecer si estas correspondían a una “matriz 

cero”. Una “matriz cero” no debería contener cantidades cuantificables de gluten, y 

debiera ser “libre de gluten” según el límite regulatorio especificado en el Art 518 del 

Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA). Dado que las muestras que se 

validaron tienen un origen farmacéutico, y que el criterio de aceptabilidad para 

declarar un excipiente como libre de gluten no está aún abordado en la regulación 

farmacéutica nacional, se estableció el criterio de aceptación con la regulación que 

aplica a alimentos (RSA), por lo tanto, una “matriz cero” debía contener menos de 

5 mg/kg de gluten.  
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Una vez que se determinó que las muestras eran “libres de gluten” se dio inicio a la 

determinación de los parámetros de validación. 

 

4.3.1 Límite de detección (LOD): para ambas muestras los datos obtenidos del 

ensayo “matriz cero” se analizaron con una función polinomial de segundo grado, 

para luego estimar la media de las concentraciones obtenidas (mg/kg de gliadina) y 

sumar 3 desviaciones estándar.  

No se consideró la aplicación de un criterio de aceptabilidad para este parámetro ya 

que de acuerdo a la validación del método oficial (R-Biopharm, 2016) este 

parámetro es matriz dependiente.  

4.3.2 Límite de cuantificación (LOQ): para ambas muestras se realizaron 

fortificados en matriz en el nivel 5 mg/kg de gluten. Esta concentración corresponde 

al LOQ declarado por el proveedor del Kit de análisis. Para fortificar se utilizó un 

material de referencia del Prolamin Working Group (MR-PWG). El material fue 

preparado de acuerdo a las instrucciones de su proveedor y llevado a una 

concentración de trabajo 10 µg/mL. Una alícuota de 63 µL fue adicionada a las 

muestras para continuar con el proceso de la metodología de acuerdo al punto 4.3. 

El criterio de aceptabilidad de este parámetro fue obtener el valor de LOQ declarado 

por el proveedor del Kit de análisis con una recuperación aceptable entre 80 y 110% 

y con un CV% menor o igual al determinado en la validación del método oficial (R-

Biopharm, 2016). 

 

4.3.3 Precisión como repetibilidad intralaboratorio. para ambas muestras se 

realizaron fortificados en diferentes niveles de concentración. En el caso del almidón 

de maíz en el nivel 5 mg/kg, 40 mg/kg y 80 mg/kg de gluten. En caso del almidón 

de maíz pregelatinizado en el nivel 5 mg/kg y 40 mg/kg de gluten. Para fortificar se 

siguieron pasos indicados en el punto 4.3.2. De acuerdo al nivel de fortificación, se 

ajustó la alícuota de material a adicionar a las muestras. Las muestras continuaron 
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con el proceso de la metodología de acuerdo al punto 4.2. Este proceso fue 

realizado en condiciones de repetibilidad intralaboratorio: participó un analista en el 

proceso de extracción y un analista en el proceso de análisis, actividades realizadas 

en un mismo día por cada uno.  

Una vez obtenidas las concentraciones en cada nivel, se estimaron los coeficientes 

de variación (CV%). 

El criterio de aceptabilidad de este parámetro fue obtener un CV% igual o inferior al 

determinado en la validación del método oficial (R-Biopharm, 2016). Los CV% 

obtenidos en la validación fueron diferentes de acuerdo al nivel de concentración, 

pero para este estudio se consideró el mayor de los CV% obtenidos que fue de un 

14%. 

 

4.3.4 Precisión como reproducibilidad intralaboratorio: para ambas muestras se 

realizaron fortificados en diferentes niveles de concentración. En el caso del almidón 

de maíz en el nivel 5 mg/kg, 40 mg/kg y 80 mg/kg de gluten. En caso del almidón 

de maíz pregelatinizado en el nivel 5 mg/kg y 40 mg/kg de gluten. Para fortificar se 

siguieron pasos indicados en el punto 4.3.2. De acuerdo al nivel de fortificación, se 

ajustó la alícuota de material a adicionar a las muestras. Las muestras continuaron 

con el proceso de la metodología de acuerdo al punto 4.. Este proceso fue realizado 

en condiciones de reproducibilidad intralaboratorio: participó un analista en el 

proceso de extracción y un analista en el proceso de análisis. Las actividades fueron 

realizadas en días diferentes y por analistas diferentes a los ensayos para estimar 

la repetibilidad intralaboratorio.   

Una vez obtenidas las concentraciones en cada nivel, se estimaron los coeficientes 

de variación (CV%). El número de datos para la evaluación fue igual a 20 ya que se 

consideraron los resultados obtenidos en el ensayo para estimar la repetibilidad 

intralaboratorio para uno de los días y uno de los analistas. 

El criterio de aceptabilidad de este parámetro fue obtener un CV% igual o inferior al 

determinado en la validación del método oficial (R-Biopharm, 2016). Los CV% 
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obtenidos en la validación fueron diferentes de acuerdo al nivel de concentración, 

pero para este estudio se consideró el mayor de los CV% obtenidos que fue de un 

14%. 

 

4.3.5 Veracidad en términos de recuperación: con los datos obtenidos en el ensayo 

para determinar el parámetro repetibilidad intralaboratorio, para cada nivel de 

fortificado se estimó el % de recuperación. 

El criterio de aceptabilidad de este parámetro fue obtener una recuperación entre 

80-110% de acuerdo a Apéndice F de la AOAC (AOAC, 2016). 

 

4.3.6 Incertidumbre de la medición: se consideraron las desviaciones estándar 

relativas de las muestras fortificadas en el nivel 5mg/kg de gluten obtenidas en el 

ensayo para determinar el parámetro repetibilidad intralaboratorio en la matriz 

almidón de maíz. El cálculo se realizó utilizando la desviación estándar relativa de 

las muestras fortificadas en ese nivel, con un nivel de confianza del 95%. Como guía 

se utilizó el Instructivo de estimación de la incertidumbre de la medición en métodos 

de ensayo de la sección química de alimentos. 

Para el cálculo de los parámetros y la estimación de incertidumbre se utilizó una 

planilla Excel validada para el procesamiento de los datos. 

 

4.4 Evaluación de la respuesta del método en una muestra de producto 

farmacéutico comercial. 

Se realizaron ensayos en una muestra de comprimidos trirranurados de clotiazepam 

0,5 mg. En un mismo batch se analizó 6 veces esta muestra con fin de determinar 

si correspondía a una “matriz cero”, aplicando directrices señaladas en el punto 4.3 

para su evaluación. Además, se incluyeron controles para evaluar la precisión 

incluyendo un duplicado para el fortificado en el nivel 5 mg/kg de gluten y controles 
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para evaluar la veracidad, con fortificados en matriz en el nivel 5, 40 y 60 mg/kg de 

gluten. Para fortificar se siguieron pasos indicados en el punto 4.3.2.  

 

4.5 Materiales, insumos y equipos. 

Reactivos contenidos en el Kit ELISA RIDASCREEN® Gliadin R7001 (placa, 

estándar de gliadina en 6 diferentes concentraciones: 0, 5, 10, 20, 40 y 80 µg/mL 

de gliadina, anticuerpo conjugado concentrado, substrato peróxido de urea, 

cromógeno tetrametilbenzidina, solución de detención 1N H2SO4, solución diluyente 

de la muestra concentrada 20 Mm PBS-Tween, buffer de lavado concentrado 20 

mM PBS, solución de cóctel patentado (ß- mercaptoetanol e hidrocloruro de 

guanidina. Además, material de Referencia del Prolamin Working Group: PWG 

Gliadin, Etanol p.a ≥ 99.9 %, micropipeta multicanal, micropipetas de volumen 

variable, tubos Eppendorf de 1,5 mL, tubos de falcon de 15 mL, gradillas para tubos, 

pizeta de laboratorio y elementos de protección personal (EPP). En cuanto al 

equipamiento utilizado: espectofotómetro para placas de ELISA con longitud de 

lecturas a 450 nm, centrífuga multipropósito o microcentrífuga, agitador orbital, baño 

termorregulado, vórtex, balanza analítica y campana extractora de gases. 

5. Resultados 

 

5.1 Validación de la metodología oficial de análisis para la determinación 

de gluten en la muestra excipiente farmacéutico almidón de maíz, grado 

farmacopea 

Para esta muestra todos los ensayos se realizaron con uso de un mismo Lote 

de Kit de ensayo, Lote 22300. 

Los resultados de las pruebas experimentales realizadas se detallan a 

continuación: 
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5.1.1 Ensayos para determinar “matriz cero” 

El análisis de 10 muestras evidenció que el almidón de maíz corresponde a una 

matriz cero al no obtener resultados cuantificables de gluten. Los resultados en 

promedio fueron menores a 5 mg/kg de gluten.  

 

5.1.2 Límite de detección:  

El límite de detección fue estimado en 1 mg/kg de gluten.  

El resumen de los valores obtenidos y los cálculos para la estimación del LOD se 

detalla en tabla 2 y 3. La gráfica de tendencia de la curva estándar de gliadina v/s 

la absorbancia para la estimación del LOD se detalla en figura 1. 

 

Tabla N° 2  Resultados ensayos para la estimación del límite de detección, 

validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

Ensayo Absorbanci

a 1 (OD) 

Absorbanci

a 2 (OD) 

Promedio 

Absorbancia

s 

Valor X 

función 

cuadrátic

a 

Concentració

n (mg/kg 

gliadina) 

1 0,10 0,10 0,10 -0,27 -0,14 

2 0,09 0,09 0,09 -0,48 -0,24 

3 0,09 0,10 0,09 -0,43 -0,22 

4 0,09 0,08 0,09 -0,64 -0,32 

5 0,09 0,09 0,09 -0,55 -0,28 

6 0,08 0,08 0,08 -0,75 -0,37 

7 0,10 0,10 0,10 -0,41 -0,20 

8 0,09 0,08 0,09 -0,662 -0,33 

9 0,09 0,08 0,09 -0,64 -0,32 

10 0,10 0,10 0,10 -0,31 -0,16 
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Tabla N° 3: Resultado ensayo curva de calibración (media y desviación estándar) 

para la estimación del límite de detección, validación a excipiente farmacéutico 

almidón de maíz. 

Estándar (ng/mL de gliadina) Absorbancia (OD) 

0 0,05 

5 0,33 

10 0,53 

20 0,89 

40 1,25 

80 1,70 

Promedio Absorbancias 0,3 mg /kg gliadina 

Desviación estándar (s) 0,1 mg/kg gliadina 

s * 3 0,2 mg/kg gliadina 

Promedio + 3s 0,5 mg/kg gliadina 

LOD 0,5 mg/kg gliadina (~1 mg/kg gluten) 
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Figura N° 1:  Gráfica de tendencia de la curva estándar de gliadina v/s la 

absorbancia para la estimación del LOD, validación a excipiente farmacéutico 

almidón de maíz. 

 

5.1.3 Límite de cuantificación 

El límite de cuantificación fue estimado en 5 mg/kg de gluten.  

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados. El valor estimado se 

corresponde con el valor de LOQ que declara el proveedor, el % de recuperación 

fue de 95% y el CV% fue menor al obtenido por el proveedor en su validación. 

El detalle de los valores obtenidos de cada medición para la estimación se detalla 

en Tabla 4. 
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Tabla N° 4: Resultado ensayos para la estimación del límite de cuantificación, 

validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz. 

Ensayo Valor obtenido (mg/kg gluten) 

1 4,9 

2 4,8 

3 4,9 

4 4,7 

5 5,1 

6 4,2 

7 4,7 

8 4,7 

9 5,0 

10 4,5 

Promedio 4,8 mg/kg gluten 

Desviación estándar (s) 0,3 mg/kg gluten 

N 10 

Coeficiente de variación (CV%) 5% 

Coeficiente de variación proveedor (CV%) 11% 

Porcentaje de recuperación promedio 95% 

 

5.1.4 Precisión en términos de repetibilidad Intralaboratorio 

Para la estimación de este parámetro en el nivel 5 mg/kg de gluten se 

consideraron los antecedentes de la determinación del límite de cuantificación.  

Los criterios de aceptabilidad determinados fueron aprobados en todos los niveles 

de fortificación, con un CV% menor al 14, que fue el CV% obtenido por el 

proveedor en su validación para este parámetro. 

Los resultados de la concentración obtenida en cada nivel de fortificación y sus 

CV% se presentan en tabla 5. 
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Tabla N° 5: Resultados ensayos para la estimación de la repetibilidad 

intralaboratorio, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

Ensayo Valor obtenido 

fortificación 5 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 40 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 80 

mg/kg gluten 

1 4,9 47,9 68,7 

2 4,8 40,2 101,1 

3 4,9 41,1 75,3 

4 4,7 41,0 80,2 

5 5,1 37,5 77,0 

6 4,2 42,8 75,2 

7 4,7 38,4 88,8 

8 4,7 41,4 87,4 

9 5,0 42,4 101,3 

10 4,5 42,9 78,4 

SD 0,3 2,9 11,1 

CV% 5 7 13 

CV% 
aceptable 

14% 

 

5.1.5 Precisión en términos de reproducibilidad intralaboratorio 

Para la estimación de este parámetro en todos los niveles de fortificado se 

consideraron los antecedentes de la determinación de la repetibilidad 

intralaboratorio (n=10) y se sumaron 10 ensayos más. 

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados en los niveles de 

fortificación 5 y 40 mg/kg de gluten, con un CV% menor al 14. En el nivel 80 mg/kg 

de gluten el CV% obtenido fue de 22%, mayor al CV% obtenido por el proveedor en 

su validación para este parámetro. 

Los resultados de la concentración obtenida en cada nivel de fortificación y sus 

CV% se presentan en tabla 6.  
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Tabla N° 6: Resultados ensayos para la estimación de la reproducibilidad 

intralaboratorio, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

Ensayo Valor obtenido 

fortificación 5 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 40 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 80 

mg/kg gluten 

1 4,8 48,0 68,7 

2 4,8 40,2 101,1 

3 4,9 41,1 75,2 

4 4,7 41,0 80,2 

5 5,1 37,5 77,0 

6 4,2 42,8 75,2 

7 4,7 38,4 88,8 

8 4,7 41,4 87,4 

9 5,0 42,4 101,3 

10 4,5 42,9 78,4 

11 4,7 47,2 142,9 

12 5,5 38,0 109,9 

13 6,0 37,0 73,1 

14 4,8 37,8 110,3 

15 4,9 35,3 82,3 

16 4,4 36,2 85,0 

17 5,4 37,8 111,7 

18 4,6 40,0 118,6 

19 4,8 36,5 110,0 

20 4,8 35,1 69,8 

SD 0,4 3,6 19,9 

CV% 8 9 22 

CV% 
aceptable 

14% 
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Nota 1: la prueba Q de Dixon, utilizada para identificar y rechazar valores atípicos 

fue ejecutada para evaluar valores posiblemente anómalos en los resultados de los 

ensayos de fortificación en el nivel 80 mg/kg de gluten. La prueba concluyó que son 

aceptables todos los valores. 

 

5.1.6 Veracidad 

Los resultados del parámetro repetibilidad intralaboratorio fueron utilizados para la 

evaluación de la recuperación del método. 

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados. El % de recuperación 

promedio obtenido en cada nivel de fortificado fue entre 80 y 110%.  

Los resultados en porcentaje de recuperación (%R) para cada nivel de fortificación 

y la evaluación respecto del criterio de aceptabilidad se presentan en Tabla7. 
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Tabla N° 7: Resultados % de recuperación para cada nivel de fortificación para la 

estimación de la veracidad, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz. 

Ensayo 

Valor obtenido 

fortificación 5 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 40 

mg/kg gluten 

Valor obtenido 

fortificación 80 

mg/kg gluten 

1 97,0 119,9 85,9 

2 95,4 100,5 126,4 

3 98,2 102,8 94,0 

4 94,6 102,6 100,2 

5 102,6 93,8 96,2 

6 84,2 107,0 94,0 

7 94,6 96,0 111,0 

8 93,8 103,5 109,2 

9 100,2 105,9 126,7 

10 90,8 107,3 98,0 

% R Promedio 95% 104% 104% 

% R aceptable 80-110% 
 

5.2 Validación de la metodología oficial de análisis para la determinación 

de gluten en la muestra excipiente farmacéutico almidón de maíz 

pregelatinizado, grado farmacopea. 

Para esta muestra todos los ensayos se realizaron con uso de un mismo Lote 

de Kit de ensayo, Lote 22300 y 24172. 

Los resultados de las pruebas experimentales realizadas se detallan a 

continuación: 

 

5.2.1 Límite de detección:  

El límite de detección fue estimado en 3 mg/kg de gluten.  
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El resumen de los valores obtenidos y los cálculos para la estimación del LOD se 

detalla en Tabla 8 y 9. La gráfica de tendencia de la curva estándar de gliadina v/s 

la absorbancia para la estimación del LOD se detalla en Figura 2. 

 

Tabla N° 8: Resultados ensayos para la estimación del límite de detección, 

validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz pregelatinizado 

Ensayo 
Absorbancia 

1 (OD) 

Absorbancia 

2 (OD) 

Promedio 

Absorbancias 

Valor X 

función 

cuadrática 

Concentración 

(mg/kg gliadina) 

1 0,14 0,14 0,14 0,19 0,10 

2 0,06 0,06 0,06 -1,50 -0,75 

3 0,05 0,06 0,06 -1,60 -0,80 

4 0,06 0,07 0,07 -1,34 -0,70 

5 0,05 0,05 0,05 -1,70 -0,85 

6 0,05 0,04 0,05 -1,80 -0,90 

7 0,07 0,05 0,06 -1,50 -0,75 

8 0,06 0,06 0,06 -1,50 -0,75 

9 0,05 0,06 0,06 -1,60 -0,80 

10 0,10 0,09 0,10 -0,76 -0,38 
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Tabla N° 9: Resultado ensayo curva de calibración (media y desviación estándar) 

para la estimación del límite de detección, validación a excipiente farmacéutico 

almidón de maíz pregelatinizado. 

Estándar (ng/mL de gliadina) Absorbancia (OD) 

0 0,053 

5 0,392 

10 0,625 

20 0,988 

40 1,426 

80 1,801 

Promedio Absorbancias 
0,7 mg /kg gliadina 

 

Desviación estándar (s) 
0,3 mg/kg gliadina 

 

s * 3 
0,9 mg/kg gliadina 

 

Promedio + 3s 
1,6 mg/kg gliadina 

 
LOD 1,6 mg/kg gliadina (~3 mg/kg gluten)
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Figura N° 2: Gráfica de tendencia de la curva estándar de gliadina v/s la 

absorbancia para la estimación del LOD, validación a excipiente farmacéutico 

almidón de maíz pregelatinizado. 

 

5.2.2 Límite de cuantificación 

El límite de cuantificación fue estimado en 5 mg/kg de gluten.  

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados. El valor estimado se 

corresponde con el valor de LOQ que declara el proveedor, el % de recuperación 

fue de 90% y el CV% fue menor al obtenido por el proveedor en su validación. 

El detalle de los valores obtenidos de cada medición para la estimación se detalla 

en Tabla 10. 
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Tabla N° 10: Resultado ensayos para la estimación del límite de cuantificación, 

validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz pregelatinizado. 

Ensayo Valor obtenido (mg/kg gluten) 

1 4,5 

2 4,6 

3 4,5 

4 4,3 

5 4,8 

6 4,7 

7 4,6 

8 4,5 

9 4,4 

10 4,5 

Promedio 4,5 mg/kg gluten 

Desviación estándar (s) 0,13 mg/kg gluten 

N 10 

Coeficiente de variación proveedor (CV%) 3% 

Coeficiente de variación proveedor (CV%) 11% 

Porcentaje de recuperación promedio 90 % 

 

5.2.3 Precisión en términos de repetibilidad Intralaboratorio 

Para la estimación de este parámetro en el nivel 5 mg/kg de gluten se consideraron 

los antecedentes de la determinación del límite de cuantificación.  

Los criterios de aceptabilidad determinados fueron aprobados en todos los niveles 

de fortificación, con un CV% menor al 14, que fue el CV% obtenido por el proveedor 

en su validación para este parámetro. 

Los resultados de la concentración obtenida en cada nivel de fortificación y sus CV% 

se presentan en Tabla 11.  
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Tabla N° 11: Resultados ensayos para la estimación de la repetibilidad 

intralaboratorio, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

pregelatinizado 

Ensayo 
Valor obtenido fortificación 

5 mg/kg gluten 

Valor obtenido fortificación 

40 mg/kg gluten 

1 4,5 42,6 

2 4,6 39,4 

3 4,5 41,4 

4 4,3 37,4 

5 4,8 34,4 

6 4,7 37,0 

7 4,5 34,5 

8 4,5 43,2 

9 4,4 35,3 

10 4,5 32,4 

SD 0,1 3,7 

CV% 3 10 

CV% aceptable 14% 
 

5.2.4 Precisión en términos de reproducibilidad intralaboratorio 

Para la estimación de este parámetro en todos los niveles de fortificado se 

consideraron los antecedentes de la determinación de la repetibilidad 

intralaboratorio, 

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados en el nivel de 

fortificado 5 mg/kg gluten, con un CV% menor al 14, que fue el CV% obtenido por 

el proveedor en su validación para este parámetro. Sin embargo, para el nivel 40 

mg/kg de gluten el CV% obtenido fue de 15%. 

Los resultados de la concentración obtenida en cada nivel de fortificación y sus CV% 

se presentan en Tabla 12. 
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Tabla N° 12: Resultados ensayos para la estimación de la reproducibilidad 

intralaboratorio, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

pregelatinizado. 

Ensayo 

Valor obtenido 

fortificación 5 mg/kg 

gluten 

Valor obtenido fortificación 

40 mg/kg gluten 

1 4,5 43 

2 4,6 39 

3 4,5 41 

4 4,3 37 

5 4,8 34 

6 4,7 37 

7 4,6 35 

8 4,5 43 

9 4,4 35 

10 4,5 32 

11 5,5 62 

12 5,7 50 

13 5,0 46 

14 5,5 41 

15 5,1 48 

16 5,5 47 

17 4,9 54 

18 5,1 43 

19 5,3 49 

20 5,4 49 

SD 0,4 9 

CV% 6,2 15 
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Nota 2: la prueba Q de Dixon, utilizada para identificar y rechazar valores atípicos 

fue ejecutada para evaluar valores posiblemente anómalos en los resultados de los 

ensayos de fortificación en el nivel 40 mg/kg de gluten. La prueba concluyó que son 

aceptables todos los valores, sin embargo, aunque no resultó ser significativamente 

atípico (P mayor a 0,05), el dato 11 es el más alejado del resto de los valores y se 

consideró dejarlo fuera para la evaluación del coeficiente de variación entre datos. 

 

5.2.5 Veracidad 

Los resultados del parámetro repetibilidad intralaboratorio fueron utilizados para la 

evaluación de la recuperación del método. 

Los criterios de aceptabilidad establecidos fueron aprobados El % de recuperación 

promedio obtenido en cada nivel de fortificado fue entre 80 y 110%.  

Los resultados en porcentaje de recuperación (%R) para cada nivel de fortificación 

y la evaluación respecto del criterio de aceptabilidad se presentan en Tabla13. 
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Tabla N° 13: Resultados % de recuperación para cada nivel de fortificación para la 

estimación de la veracidad, validación a excipiente farmacéutico almidón de maíz 

pregelatinizado. 

Ensayo 

Valor obtenido 

fortificación 5 mg/kg 

gluten 

Valor obtenido 

fortificación 40 mg/kg 

gluten 

1 91 107 

2 91 99 

3 90 104 

4 87 94 

5 95 86 

6 93 93 

7 91 86 

8 90 108 

9 88 88 

10 89 81 

% R Promedio 90% 94% 

% R aceptable 80-110% 
 

 

5.3 Estimación de la Incertidumbre de medición. 

La incertidumbre expandida porcentual del método, para muestras excipiente 

farmacéutico fue estimada en 20%. Los resultados para la estimación de este 

parámetro se presentan en Tabla 14. 
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Tabla N° 14: Estimación de la incertidumbre de la medición a partir de fortificados, 

resultados para matriz excipiente farmacéutico. 

Ensayo 
Valor obtenido 

(mg/kg gluten) 

% de 

recuperación 
Bias (Bias) 2 

1 4,9 97,0 3,0 9,0 

2 4,8 95,4 4,6 21,1 

3 4,9 98,2 1,8 3,2 

4 4,7 94,6 5,4 29,1 

5 5,1 102,6 -2,6 6,7 

6 4,2 84,2 15,8 249,6 

7 4,7 94,6 5,4 29,1 

8 4,7 93,8 6,2 38,4 

9 5,0 100,2 -0,2 0,0 

10 4,6 90,8 9,2 84,6 

N 10 Sumatoria Bias 471,2 

Promedio 4,8 n 10 

Desviación 

estándar 
0,26 [Sum (bias)2]/n 47,1 

Coeficiente de 

variación (%) 
5,4 

RMbias=raíz ([Sum 

bias)2]/n 
6,865 

 

Grados de libertad: 9 

Us Incertidumbre del sesgo: 6,936 

Uc Incertidumbre combinada: 8,773 

Ur incertidumbre de la precisión: 5,371 

Factor de cobertura k: 2,3 

U= k * Uc 

U= 20,2 
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5.4 Evaluación de la respuesta del método en una muestra de producto 

farmacéutico comercial. 

El total de 6 ensayos realizados en la muestra obtuvo resultados menores a 5 

mg/kg de gluten. Como control de la precisión el CV% entre duplicados fue igual 

a 7%.  En cuanto a los fortificados, las recuperaciones fluctuaron entre 60 y 90%.  

Los resultados se presentan en Tabla15. En la Figura 3 se puede observar de forma 

cualitativa los resultados de esta evaluación.  

 

Tabla N° 15: Resultados del análisis a muestra de producto final farmacéutico 

clotiazepam 0,5 mg comprimidos trirranurados. 

Ensayo Valor obtenido (mg degluten/kg) 

1 < 5 mg/kg 

2 < 5 mg/kg 

3 < 5 mg/kg 

4 < 5 mg/kg 

5 < 5 mg/kg 

6 < 5 mg/kg 

Fortificado nivel 5 mg/kg gluten 3,0 mg/kg gluten; recuperación de 61 % 

Fortificado nivel 5 mg/kg gluten 
duplicado 

3,3 mg/kg gluten, recuperación de 66 % 

Fortificado nivel 40 mg/kg gluten 26 mg/kg gluten, recuperación de 65% 

Fortificado nivel 60 mg/kg gluten 54 mg/kg gluten, recuperación de 90% 
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Figura N° 3: Placa ELISA conteniendo pocillos de ensayo en muestra de 

clotiazepam comprimidos trirranurados. Etapa posterior a la adición e incubación 

con el sustrato y cromógeno. Los pocillos coloreados en azul indican presencia de 

gliadina en la muestra. 
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6. Discusión 

La prevalencia de enfermedad celiaca a nivel país, sumado al aumento de casos de 

alergia al trigo y de sensibilidad al gluten no celiaca revelan un problema de salud 

pública.  

Siendo el único tratamiento la mantención de una dieta libre de gluten de por vida 

(Husby et al., 2012), la regulación de los alimentos aptos para las personas que 

padecen enfermedad celiaca es fundamental.  

Por otra parte, los pacientes con esta enfermedad deben tener precauciones 

además con la ingesta de medicamentos (Dávila, 2018) ya que ellos contienen como 

excipiente almidones derivados de diferentes tipos de cereal y eventualmente 

podrían estar contaminados.  

Si bien la concentración en que pudieran estarlo es baja, los diferentes umbrales de 

tolerancia al gluten que se presentan en los pacientes celiacos tiene implicancias 

cuando un medicamento es consumido, por ejemplo, de forma permanente debido 

a tratamientos prolongados o bien crónicos (Doña, 2009). 

A nivel nacional la regulación de los alimentos libres de gluten es abordada con el 

control de buenas prácticas de fabricación de productos y el establecimiento de un 

límite de concentración que determina que un alimento es libre de gluten.  

En este sentido, el análisis cuantitativo del gluten tiene un rol fundamental. 

Internacionalmente el método recomendado por el Codex Alimentarius es el método 

AOAC 2012.01 que determina gluten como proteína total en matrices que no han 

sido hidrolizadas, a través de un ELISA tipo sándwich (Codex Alimentarius, 2008) 

Cuando se trata de matrices que han sido sometidas a un proceso de hidrólisis, 

entendido como alimentos fermentados o sometidos a adición de enzimas, aplica el 

método AOAC 2015.05, un ELISA de tipo competitivo que cuantifica péptidos de 

gluten. Si bien este método tiene aprobación AOAC, la FDA cree que no existe un 

método analítico científicamente válido y efectivo para determinar el gluten en este 

tipo de alimentos (Scherf K, 2021). 
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En cuanto a la regulación de medicamentos, a nivel nacional existe una resolución 

que dictamina que los medicamentos declaren el cereal origen del almidón que 

forma parte de sus excipientes. No están definidas directrices de buenas prácticas 

que eviten la contaminación con gluten en el proceso de elaboración de 

medicamentos ni está definido un límite de concentración que determine que un 

medicamento es libre de gluten o no.  

En cuanto al análisis de gluten en medicamentos, no hay referencias de un método 

en específico y lo que internacionalmente se aplica, de acuerdo a algunas 

regulaciones revisadas, son metodologías de análisis en alimentos que se validan 

para su aplicación en los excipientes farmacéuticos de implicancia como también 

en el producto farmacéutico comercial.  

En el presente estudio se evaluó la validez del método AOAC 2012.01 para 

determinar gluten en excipientes de origen farmacéutico.  

Se establecieron los parámetros de validación: determinación de límites, precisión, 

veracidad e incertidumbre y se consideraron criterios de aceptabilidad.  

En cuanto al límite de detección, no se estableció un criterio de aceptabilidad ya 

que, de acuerdo a la validación del método oficial, se determinó que este es matriz 

dependiente. En caso del almidón de maíz se estableció en 1 mg/kg de gluten y en 

caso del almidón de maíz pregelatinizado en 3 mg/kg de gluten.  

En cuanto a la precisión, los criterios de aceptabilidad fueron aprobados en el 

parámetro repetibilidad intralaboratorio en ambos excipientes y en todas las 

concentraciones evaluadas. 

En términos de reproducibilidad intralaboratorio, hubo resultados que no cumplieron 

criterios de aceptabilidad. Para el almidón de maíz, en el nivel 40 mg/kg de gluten, 

el CV% observado fue de 15 y para el almidón de maíz pregelatinizado, en el nivel 

80 mg/kg de gluten, el CV% observado fue de 22.  
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En cuanto a la veracidad, el criterio de aceptabilidad fue aprobado en ambos 

excipientes. Sin embargo, para el nivel 80 mg/kg de gluten, hubo porcentajes de 

recuperación por sobre 120%. 

Se presentaron desviaciones en términos de precisión y veracidad en el nivel 80 

mg/kg. Este nivel de concentración es el rango superior en el que el método oficial 

tiene alcance. El método oficial ha declarado que su rango de trabajo es entre 5 y 

80 mg/kg de gluten. El nivel superior define la concentración a la que se observan 

anomalías significativas (Instituto de Salud Pública, 2022).  

En cuanto al tipo de muestra, y probables diferencias que se pudieron observar en 

sus resultados, es importante indicar que el almidón de maíz pregelatinizado -en 

comparación con el almidón de maíz no pregelatinizado - en su proceso de 

elaboración, es sometido a calor entre 62–72°C. Las proteínas desnaturalizadas y 

entrecruzadas, comúnmente resultantes del procesamiento térmico, son difíciles de 

disolver en la solución de extracción de muestras y, por lo tanto, son matrices más 

complejas que las no tratadas térmicamente o productos que contienen solo 

proteínas nativas (R Biopharm, 2010). El procedimiento de extracción empleado 

resultó adecuado para el almidón de maíz pregelatinizado. Los porcentajes de 

recuperación promedio obtenidos en este estudio, en ambos excipientes, fueron 

aceptables de acuerdo al rango de recuperación definido. 

En cuanto a la incertidumbre, esta fue estimada en un 20%. Para métodos ELISA 

en general se describen incertidumbres que varían entre +/ 20-30% (R-Biopharm, 

2015). 

En cuanto a la evaluación del comportamiento del método en un producto 

farmacéutico comercial, se obtuvo una precisión aceptable en el ensayo, sin 

embargo, en términos de veracidad, las recuperaciones obtenidas estuvieron bajo 

el % de recuperación mínimo aceptable para el método. Está descrito que la 

actividad enzimática del conjugado disminuye a lo largo de la vida útil del Kit (R-

Biopharm, 2015), lo que pudo tener implicancia en los resultados que se obtuvieron.  
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La validación de métodos de ensayo es un requisito normativo de los laboratorios 

que trabajan bajo la Norma ISO/IEC 17025:2017. El cumplimiento de este requisito 

es fundamental para demostrar capacidad de los laboratorios en generar resultados 

válidos. Es un requisito normativo ejecutar una validación del método si se amplía 

su alcance para incluir analitos adicionales, y/o matrices adicionales (Instituto de 

Salud Pública, 2022). 

 

La validación realizada en este estudio demostró que el método es veraz y preciso 

para el fin previsto, que en este caso es ampliar el alcance de la metodología a los 

excipientes de uso farmacéutico. Este estudio es una contribución a la regulación 

de medicamentos que puedan declararse como libres de gluten en base al control 

de sus excipientes de origen en cereales. Este estudio se podría proyectar a 

productos farmacéuticos comerciales, considerando sus diferentes posibles 

presentaciones: comprimidos, cápsulas, jarabe, étc. dado que la forma farmacéutica 

podría influir en la recuperación del gluten.  
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7. Conclusiones 

Este estudio permitió comprobar que el método oficial de análisis AOAC 2012.01 

CODEX Tipo I que aplica a matrices de alimentos es aplicable también a matrices 

de origen farmacéutico como los excipientes almidón de maíz y almidón de maíz 

pregelatinizado.  

La sensibilidad del método fue establecida en términos del límite de detección, el 

que quedó definido en 1 mg/kg de gluten para el excipiente almidón de maíz y en 3 

mg/kg de gluten para el almidón de maíz pregelatinizado.  

Los parámetros de precisión y veracidad del método fueron aprobados en 

consideración de los criterios de aceptabilidad establecidos y que tienen como 

referencia la validación del método oficial y el apéndice F de la AOAC.  

La validación realizada demuestra que el método es veraz y preciso para el fin 

previsto, que en este caso es ampliar el alcance de la metodología a los excipientes 

de uso farmacéutico.  

La validación demostró que el método no es tan preciso en niveles de concentración 

altos. Se sugiere considerar este antecedente ante futuros planes de validación.  

Si bien no se ejecutó una validación en la muestra de producto farmacéutico 

comercial, la evaluación de la respuesta obtenida al método permite tener una 

primera señal de la idoneidad del método para este fin. Para aseverar que la 

metodología pueda tener este alcance, es necesario realizar una validación.  
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9. Anexos 

9.1 Anexo 1: Ficha de seguridad, excipiente farmacéutico almidón de 

maíz.  



71 

 

 



72 

 

9.2 Anexo 2: Ficha de seguridad, excipiente farmacéutico almidón de 

maíz pregelatinizado.  
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9.3 Anexo 3: Ficha técnica Neuryl 2 mg comprimidos trirranurados. 
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