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Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

> Validar los métodos de digestion acida en horno de microondas para
cuantificar selenio en selenito de sodio, levadura y fluido ruminal por
espectrofotometria de absorcién atémica, a fin de garantizar la

confiabilidad del procedimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

> Determinar la cantidad de selenio en selenito de sodio, levadura
(materia prima) y fluido ruminal con los métodos de digestion acida
en horno de microondas, empleando espectrofotometria de absorcion
atomica con el sistema de atomizacion de flama y generador de

hidruros, respectivamente.

» Validar los métodos de digestién acida de las diferentes muestras,

determinando los parametros de linealidad y precision del sistema, asi

como la linealidad, exactitud, repetibilidad, precisién y reproducibilidad

del método.

> Establecer por medio de los resultados, si los métodos de digestion

acida cumplen con los propodsitos para los cuales fueron disefiados.




Hipotesis

HIPOTESIS

> Al realizar la validacion de los métodos de digestion acida en horno de
microondas, se podra determinar la confiabilidad de los métodos para
cuantificar el selenio en las muestras de selenito de sodio, levadura y
fluido ruminal; asi mismo, se podra ayudar en futuros trabajos a los
estudios farmacocinéticos, de bioequivalencia y de biodisponibilidad
en el ambito farmacéutico con los resultados que se generen en éste

trabajo.
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INTRODUCCION

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de
una nueva formulacién y de su control de calidad de la forma farmacéutica,
ya que es durante esta secuencia de pruebas y analisis, en donde el quimico
se da cuenta si el estudio, el cual esta siendo evaluado sistematicamente,
cumple con los propésitos para los cuales fue disefiado. Asi mismo, el
método analitico debe ser capaz de satisfacer los requisitos para las
aplicaciones requeridas. Por lo tanto, el propésito principal es unificar
criterios entre los profesionistas, y asi, hacer mas facil y productivo el trabajo
de todos los que de alguna manera, estamos involucrados en este tipo de

actividades.”

El método que se valida en este trabajo es un proceso fisicoquimico, ya que
el proceso que se lleva a cabo en las muestras de selenito de sodio, levadura
enriquecida con selenio y fluido ruminal, es una digestién acida. Dicho
proceso es un pretratamiento que asegura la destruccion de la materia
organica y la disolucion del selenio en un medio acido. Para llevar a cabo
este proceso, se emplea un horno de microondas que ayuda a tener ciertos
beneficios al utilizarlo, como son: reducir costos y tiempo, asi como el uso
de reactivos y muestras; ademas, evita la pérdida de elementos volatiles,
para posteriormente, realizar la determinacién de selenic mediante
espectrofometria de absorcion atémica con el sistema de atomizacion flama
y Generador de Hidruros (EAA-GH). Este dltimo, es un método muy sensible,
en el cual, se pueden analizar concentraciones muy pequefas de selenio (1-
100 ppb).
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La finalidad de validar estos métodos es asegurar que el tratamiento que se
les de a las muestras de selenito de sodio, levadura y fluido ruminal, sean
reproducibles y confiables, y asi mismo, demostrar que los resultados de la
posterior determinaciéon de selenio por absorcién atémica, cumplan con las

especificaciones requeridas para suplementar el selenio en los rumiantes.

Dado que el selenio es un metal volatil, el empleo de sistemas cerrados y el
horno de microondas, facilita el lograr estas metas independientemente de la

complejidad de la muestra.
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1. Generalidades del selenio

El selenio es un elemento esencial para los seres vivos, ya que forma parte
de varios procesos metabélicos indispensables para el desarrollo normal del
cerebro, ademas, es parte importante para prevenir la enfermedad del
musculo blanco que provoca la muerte en rumiantes y tiene influencia sobre
la reproduccion y resistencia a otras enfermedades. El elemento es
incorporado dentro de la molécula de la enzima glutatién peroxidasa, la cual,
es vital para proteger a los globulos rojos y membranas celulares contra las
reacciones indeseables con peroxidos solubles que se acumulan en los

tejidos.

El sélenio tiene ‘la capacidad de acumularse en el organismo y provocar
serios casos de intoxicacion. Este elemento principalmente se excreta por la
orina, la cual, es usada como una matriz importante para determinar altas
concentraciones de selenio. Es transformado en varios compuestos

organicos e inorganicos y excretado de ésta manera.

Varias técnicas se utilizan para la determinacion de selenio total en
muestras bioldgicas. La determinacion generalmente se realiza por
espectrofotometria de absorcién atdmica con los sistemas de atomizacion:
flama, generador de hidruros (e inclusive por horno de grafito),
espectrofotometria por plasma y acoplamiento inductivo y fluorescencia

molecular. ?

El selenio se considera como uno de los elementos mas téxicos para los
animales a concentraciones superiores de 5 ppm en sangre. Tiene un
margen de tolerancia de 0.05 y 2 ppm. La intoxicacién de los animales

generalmente se debe al consumo de plantas con alto contenido de selenio.
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La intoxicacion por selenio puede darse en forma aguda o cronica. La
intoxicacion aguda generalmente se produce por la ingestion de suficiente
cantidad de plantas con alto contenidc de selenio. No obstante, la
intoxicacion cronica se produce cuando los animales consumen forraje,
cereales, hierbas y plantas que contienen pequefias cantidades de seienio,
pero que las consumen en un periodo largo, es decir, durante semanas o

meses.

La deficiencia de selenio se ve reflejada por una disminucién en la actividad
sanguinea de la enzima glutation peroxidasa, relacionada con el sistema
inmunolégico y el tracto reproductivo de los animales. Se considera una
deficiencia del elemento en los animales cuando la concentracion de selenio

es inferiora 0.1 -0.2 ppm.
Algunas de las principales enfermedades por {a deficiencia de selenio son:

Enfermedad del musculo blanco
Distrofia muscular

Diarrea

Efectos sobre el sistema inmune
Infertilidad

Placenta retenida

Sindrome de crecimiento deficiente
Debilidad neonatal

VVVVYVYVYY

2. Suplementacion de selenio

La suplementacion de selenio para rumiantes, se puede realizar a través de
compuestos organicos e inorganicos. lLas fuentes de suplementacion
inorgénica, suelen ser una buena alternativa para mantener las

concentraciones de selenio constantes en el animal. 3
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2.1. Selenio inorganico

El selenito de sodio (Na,SeOs) es la forma inorganica mas comun del selenio
y es un compuesto de gran importancia en nutricién para rumiantes, el cual,

contiene un 45% de selenio.

Es uno de los suplementos mas comunes en las formas de selenio para
rumiantes junto con el selenato de sodio (Na,SeO4 contiene el 42% de
selenio). Comparando estas dos fuentes inorganicas, el selenato de sodio
tiene mas variabilidad en la concentracion de selenio que el selenito de sodio
dentro de los tejidos. En animales rumiantes se han hecho estudios
administrando 0.20 mg/Kg como dieta en forma de selenato de sodio, con lo
cual se ve incrementada la concentracion de selenio en plasma y sangre. Al
administrar selenito de sodio, la concentracion en plasma y sangre no se ve
afectada. Es por ello, qgue cominmente se utiliza el selenito de sodio como

un suplemento de selenio para los rumiantes.* °
2.2. Selenio organico

La suplementacion del elemento se puede realizar a través de compuestos
organicos como selenometionina y selenocisteina. El selenio organico de
levaduras es excelente fuente de suplementacion de selenio para todas las
especies animales, debido a su elevada biodisponibilidad y es retenido mas

efectivamente en el musculo, leche y tejidos que el selenio inorganico

(selenito de sodio, selenato de sodio). *

()
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Cuando se administra selenio orgénico en animales rumiantes, se ha
observado que incrementa la concentracion del elemento en muestras de
leche, sangre e higado que si se administrara selenio en su forma inorganica.
La concentracién de selenio se incrementa en un orden de 2 a 3 veces mas
que el selenio inorganico. Por ejemplo, en estudios realizados con muestras
de leche se determindé un incremento del contenido de selenio en un 130%
comparado con un control, mientras que el incremento de selenio por

selenito y selenato fue solo del 20% .2

3. Fluido ruminal

El rumen es considerado como el pre-estémago del animal. El reticulorumen
proporciona ciertos factores para facilitar la aplicacion de sistemas de
liberacion. Al suministrar un bolo dentro del rumen, se puede mantener ahi
con medios adecuados sirviendo como una plataforma para la lenta

liberacién de los farmacos.

El pH del rumen oscila entre 5 y 7, esto depende de la salud, especie y el
tipo de dieta de cada animal. Es importante considerar el pH del rumen,
debido a que a los animales que se les suministran dispositivos para liberar
farmacos de forma controlada, son sensibles a los cambios de pH, al igual
que a los bolos. Sin embargo, estos Ultimos, pueden tener variaciones en su
funcionamiento debido a estos cambios. Dichos dispositivos se les denomina
“dispositivos de retencién en rumen” (RRD’s). Estos dispositivos pueden
permanecer en el reticulorumen por dias, semanas, o hasta afios, esto
depende del tipo de farmaco, dosificadores y excipientes. Las condiciones de
la atmésfera del rumen son altamente reductoras, las cuales, se consideran
anaerobicas. Los gases que se encuentran dentro del rumen son: dioxido de

carbono, hidrégeno y metano.®
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3.1. Efectos de diferentes fuentes de Selenio sobre la flora ruminal

La microflora del rumen es simbiética y ha coevolucionado para efectuar la

predigestion de polisacaridos de dificil degradacién, como son las celulosas.

Los microorganismos del rumen, tienen la capacidad de incorporar selenio
inorganico a los aminoacidos, pero también tienen la capacidad de

desincorporarlo cuando es suplementado.

La regulacion de estos procesos no esta claramente explicada, pero se ha
relacionado la disponibilidad y la forma quimica del selenio en la dieta y el
porcentaje de proteina y carbohidratos en la misma, entre los factores que

alteran la transformacién del selenio por parte de los microorganismos.

Las contribuciones nutricionales de los microorganismos dependen de la
dieta, de la anatomia del sistema digestivo, del pH y del tiempo de retencién

de la digestion. °

Unos de los factores que influyen en el metabolismo del selenio son los
microorganismos del rumen, en el cual, el selenio inorganico administrado en

los rumiantes, generalmente es reducido durante el proceso de fermentacion,

y to reducen a formas insolubles.

N
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4. Generalidades del Horno de Microondas

El calentamiento por un sistema de microondas consiste en la absorcion
directa de energia por el material para ser calentado. Actualmente, ei disefio
de equipos de microondas le permite a la Quimica Analitica, hacer uso de
ésta tecnologia para digerir diversas muestras bioldgicas; asi mismo, pueden

determinarse otros elementos de la tabla periédica.

Las muestras biolégicas no son completamente solubles en agua o en
solventes organicos. Asi que, su analisis implica la descomposicion de

materia organica mediante un pre-tratamiento (digestion acida). 7

Algunos factores que influyen en el calentamiento de soluciones estan
relacionados con las propiedades fisicas y caracteristicas ionicas de las
muestras. Con respecto a las propiedades fisicas se encuentran: viscosidad,
temperatura, polaridad y capacidad calorifica. Sin embargo, la polaridad es el
factor mas importante para el calentamiento, ya que la accion de las
microondas requiere que las soluciones sean altamente polares para
efectuar el calentamiento de las mismas. Con respecto a las caracteristicas
ionicas se encuentran: concentracion del analito, carga, movilidad y tamafio.
Este dltimo, es también muy importante, ya que entre mas fina sea la

particula, mas facil se disolvera.

Las técnicas de digestion que se han empleado y se han reportado para la
descomposicidn de la materia organica, son: el secado de la materia prima
mediante la combustion en una mufla o a bajas temperaturas, adicionando

mezclas de acidos,; pero, éstas técnicas tienen ciertas desventajas.
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Una de ellas es el proceso de calentamiento prolongado; ademas, de que se
obtienen recobros muy bajos de elementos y existe una pérdida apreciable

de elementos volatiles (Ar, Se, Pb).

En métodos de digestién en vaso cerrado se utilizan mezclas de acidos
fuertes, existe menos riesgo de contaminacién y volatilizacion de los
elementos, a diferencia de los métodos de digestion en vaso semicerrado.
Recientemente la digestién acida efectuada en horno de microondas ha sido
recomendada como un método auxiliar para la disoluciéon de muestras
biolégicas. Se tienen ciertas vehtajas al utilizar este método: se pueden
alcanzar altas temperaturas que permiten que el punto de ebullicién aumente
debido a la presién que se produce dentro del vaso, se efectlian reacciones
que no son posibles en condiciones normales, el tiempo de digestion es
reducido debido a las altas temperaturas producidas en el vaso cerrado, se
reduce la posibilidad de perder elementos volatiles y la cantidad de reactivos

y muestra utilizados. ’

Los aspectos importantes que se deben considerar en la preparacion de las

muestras para someterlas a un sistema de microondas son los siguientes:

Las muestras solidas o liquidas deben permanecer en solucidon

\74

acuosa.

\;7'

Destruir toda la materia organica.

Retener todos los analitos de interés a concentraciones

v

detectables.
» No adicionar iones interferentes.
» Ajustar viscosidad y sélidos de la muestra, para un optimo

analisis.
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4.1. Energia de Microondas

Una microonda (Figura 1) es una energia electromagnética, la cual, decrece
en el espectro electromagnético y es definida en una medida de frecuencia
de 300-300,000 MHz. La frecuencia preferente en un horno de microondas
es de 2450 MHz, ya que con esta frecuencia se tiene la penetracion
adecuada y profunda para interaccionar con las muestras contenidas en los

vasos. Esta frecuencia se ha convertido hoy en dia como estandar.

Una Microonda

L 1 Illm

\%\J

— A b

= Campo Eléctrico

= Longitud de onda (12.2 cm por 2450 MHz)

£

A = Campo magnético

H

C = Velocidad de ia luz (300,000 km/s)

Fiqura 1. Esquema de una microonda.
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La energia de microonda es una radiacion ionizante que causa movimiento
molecular por migracion de iones y la rotacién de dipclos, sin causar ningun
cambio en la estructura molecular. Esta energia no solo es absorbida por los
acidos minerales para producir calor en la solucién de muestras, sino

fambién es absorbido por las moléculas de las muestras.

Las interacciones de radiacidn con las moléculas puede ser insignificante o
extremadamente significativo, esto depende de la composicién y de la

cabntidad de muestra presente.

En general, las moléculas iénicas y polares interaccionan con la energia de
microonda a través de los mecanismos de rotacién dipolar y conductividad
idnica. Estas interacciones pueden ayudar a la descomposicién de algunas

muestras y particularmente a la descomposicion rapida.
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La energia electromagnética (Figura 2) esta formada por dos campos:
magnético y eléctrico, los cuales, se mueven en direccidn perpendicular,
donde la energia electromagnética oscila entre un intervalo amplio de
longitudes de onda y frecuencia. Solamente el campo eléctrico transfiere la

energia en calor a una substancia. 8

i | | | I | ] i I | |
107 10”7 1wt w7 10® 1t 1wt ot w? ot
Longitud de onda (metros)
L | | i | |
3X10° 3x10"° 3x 10 3X10° 3X 107 3% 107

Frecuencia (MHz)

£
EX
E

Vibraciones
Moleculares

Electrones

de capas Electrones
internas de capas
externas

Rotaciones
Moleculares

Figura 2. Energia electromagnética de una microonda.

10
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La energia de microonda es absorbida por la muestra, a una cierta velocidad
que depende de la disipacion del factor de dispersion { tand ). Dicho factor
es la relacion que existe entre la pérdida dieléctrica de la muestra (€'"') y su

constante dieléctrica (€'), donde tenemos que:

(tans =€"/ €').

La constante dieléctrica (€') es la capacidad que tiene la muestra para
obstruir la energia de microonda al pasar a través de ella y es la medida del
factor de dispersion de la energia dispersada. Por lo tanto, el modelo de

calentamiento de una muestra que es calentada con energia de microondas,

depende del factor de dispersion de una muestra ( tanod ).

La energia de microonda perdida indica que la cantidad de energia de
microondas de entrada se pierde al dispersarse en forma de calor por la

muestra. Este proceso se puede dar por dos diferentes mecanismos:

conduccion idnica y rotacion dipolar.®
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4.1.1. Conduccion idnica

La conduccidn idnica (Figura 3) es la migracion conductiva de iones que se
encuentran en solucién dentro de un campo electromagnético dado. La
migracion ionica consiste en un flujo de corriente que resulta del proceso de
calentamiento, debido a la resistencia del flujo del i6n. Todos los iones en
una solucién contribuyen al proceso de la conduccion, pero la fraccion de
corriente cargada por alguna especie dada, es determinada por su

concentracion relativa y su movilidad inherente en el medio.

Muestra-
mezcla acida (absorbe
energia de microonda}

Muestra-
mezcla acida

Pared

\ del recipiente %

Calor conductor / l \ La temperatura en la
superficie exterior
excede el punto de Calentamiento . ..
ebullicion del acido de microonda Pared del recipiente
. (transparente a la energia
de la microonda)
a) b)

Figura 3. a) Esquema del calentamiento por conduccién. b) Esquema de un calentamiento
simple por energia de microonda.
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4.1.2. Rotacion dipolar

La rotacién dipolar se refiere a una alineacion de moléculas en la muestra
que permanece o induce momentos dipolares dentro del campo eléctrico.
Este campo eléctrico hace que la energia de microonda aumente y provoque
la alineacion de las moléculas polarizadas. La energia de microonda aplicada
“en el campo, causa que las moléculas pasen en un cierto tiempo a través del
campo, apuntando en una sola direccion, y no en varias direcciones. Por lo

tanto, existe-un orden molecular permanente y una energia inducida.®

4.2. Componentes de un sistema de microondas .

E! objetivo principal de disefiar equipos de microondas es la preparacion de
muestras con la suficiente capacidad para hacer muestras multiples,
monitorear y controlar las reacciones que se lleven a cabo, tener un alto

rendimiento de muestras y automatizar el sistema.?

Los componentes de un sistema de microondas son los siguientes:

v

Magnetron (generador de microonda)
Guia de onda

Cavidad

Agitador

v v

YV Vv

Extractor

Rotor

A%

A%

Atenuador

Cantrol del ciclo de trabajo

v
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El magnetron (Figura 4) es el encargado de producir la energia de
microonda, propagada en la guia de onda e inyectada directamente desde la
cavidad de microonda donde el agitador distribuye la energia en varias
direcciones. El magnetron es un diddo cilindrico constituido con un anodo y
un catodo. Un campo magnético esta sobrepuesto sobre el diédo que esta
alineado con el catodo. En el anodo se encuentra un anillo de cavidades
resonantes con un potencial de volts alcanzado a través del diddo. Debido al
campo eléctrico, los electrones son liberados, los cuales, resuenan cuando el
magnetron oscila. Los electrones oscilantes liberan energia hasta el campo
de microonda que radia desde una antena cerca de un tubo con vacio. La
energia de microonda ejercida por el magnetron es generalmente medida en

watts y se encuentra entre 600 y 700 W.8

Cavidad de
Resonancia

&

Campo
Magnético

Fiaura 4. Esauema de un maanetron.
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La guia de onda (Figura 5, pag 16) es una via donde se dirigen las

microondas generadas por el magnetrén mediante la cavidad de microonda.

La cavidad de microonda se localiza en los extremos del horno de
microondas. Las microondas son propagadas alrededor de ésta, las cuales,

se reflejan en forma repetida proporcionando el calor a la muestra.

El agitador es una forma de abanico con cuchillas que se usa para mezclar y
distribuir {a energia que entra desde la guia de onda en la cavidad de

microonda, para calentar la muestra.

El rotor es un'dispOSitiv'o que se localiza en el centro del horno y sirve para
colocar Ia tornamesa o carrusel y' girar los vasos durante el proceso de
digestion, permitiendo un calentamiento homogéneo. Los vasos de digestién
son contenedores de material resistente (teflén) que permiten la entrada de
la energia de microondas hacia la muestra. Las microondas no son
absorbidas por el vaso, lo cual, favorece una mayor eficiencia en el

calentamiento.

El atenuador sirve como proteccién para evitar que las microondas que no
son absorbidas, puedan dafiar de alguna forma al magnetrén y por lo tanto,

pueden provocar una menor eficiencia de! calentamiento.

El extractor sirve para mantener una temperatura considerable dentro del
equipo de microondas a una cierta velocidad, generalmente es de 100

pies’/min.

_..
N
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El control del ciclo de trabajo permite mantener las condiciones dptimas
durante el proceso de calentamiento. El equipo trabaja en modos de rampeo,

en el cual, el factor de control es la temperatura y la presion.

\\ -
microondas —=— » —— .
- — 2N
— \ reflejo de
microondas

circulador
= VAN
magnetr()n—/ / j\

cavidad de microonda

Figura 5. Esquema de la desviacién de microondas generadas por el magnetron
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5. Generalidades de Espectrofotometria de Absorcion Atomica (EAA)

La absorcion atdmica es una técnica capaz de detectar y determinar
cuantitativamente la mayoria de los elementos de la tabla periddica. Es un
proceso mediante el cual, los atomos de un elemento en estado fundamental
absorben energia radiante a una longitud de onda especifica. Las muestras
se vaporizan (atomizacién) y se convierten en atomos libres. Sobre la
muestra atomizada se hace incidir la radiacion electromagnética que sera

absorbida parcialmente por el analito."

Un atomo no emite ni absorbe energia mientras sus electrones (particulas
eléctricamente negativas) se mantienen en sus respectivas 6rbitas llamadas
estacionarias. Si el atomo es excitado en alguna forma, el electron puede
saltar a un nivel de mayor energia y absorber energia; al regresar a la 6rbita

en que estaba, emite energia."’

La aplicacién de la técnica de absorcion atomica como herramienta analitica
se ha difundido ampliamente a nivel mundial. Se emplea en el analisis de
aguas, suelos, Bioquimica, Toxicologia, Medicina, Industria Farmacéutica,
Alimenticia y Petroquimica; entre otros. La absorcion atomica debe de
adecuarse al tipo de muestra por analizar y las concentraciones de las
especies presentes, para lo cual se han desarrollado implementos que
colaboran a obtener mejores resultados como son: horno de grafito y
generador de hidruros. Sin embargo, en la practica cotidiana se ha
encontrado que los buenos resultados de la aplicacién de estas herramientas

depende del tratamiento de las muestras.
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5.1. Instrumentacion detl EAA

1. Lampara de catodo hueco. Es un tubo de vidrio (Figura 6) que
contiene argon o nedn a baja presion (1-5 torr) y dos electrodos. Ei
anodo suele ser de wolframio y el catodo, de forma cilindrica, esta
hecho del metal que se desea determinar. Cuando se aplica una
diferencia de potencial suficiente entre los dos electrodos, tiene lugar
la ionizacion del gas y los cationes gaseosos son acelerados hacia el
catodo, adquiriendo la suficiente energia cinética. Los atomos son
excitados al chocar con los iones gaseosos, y al regresar a su estado

fundamental, emiten una radiaciéon caracteristica.

Principio de ionizacion
pantalla tod @ mctal
-0 o—g .
-@® ' K /@N O clecron
-0 o) _
_‘ ‘ / @Q neon
‘e S
Atodo . ventana de \\
O anodo i de sitice -0
-0
h
a) -0 © - ®

b)

Figura 6. a) Lampara de catodo hueco. b) Excitacion de los atomos dentro de!
catodo hueco bajo el impacto de iones nedn.
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2. Monocromador. Tiene la finalidad de aislar la linea de resonancia del
elemento de interés; asi, proporciona una mejor separacién de las
longitudes de onda, reduciendo el flujo total de luz que llega al

detector.

3. Detector. Convierte la radiacion en una sefal eléctrica medible. La
sefial es amplificada y usada para dar una medida cuantitativa de
absorcion. El detector universaimente usado es el tubo
fotomultiplicador, ya que ningin otro sistema ofrece la misma
sensibilidad en el margen de longitudes de onda (190 — 850 nm)

utilizado en esta técnica.
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5.2. Sistema de atomizacion por flama

La atomizacion (Figura 7) es el paso mas importante de la absorcion atémica.
El objetivo es producir adtomos libres en forma de vapor, y hacerlos que
absorban luz a una determinada longitud de onda. Para lievar los

componentes en solucidn a un estado atdmico, se requiere de ciertos

dispositivos, los cuales son: nebulizador, camara de atomizado y quemador.

Oxidante Combustible

Nebulizador | l | | l |

Muestra —= .

QOxidante

Drenaje

Figura 7. Esquema del proceso de atomizacion por flama.

20
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Las etapas que deben seguir los atomos de un analito en el proceso de

atomizacion por flama son las siguientes:

1. Transporte de la muestra. La muestra (en solucion) es transportada
hasta la camara de nebulizacién a través de un capilar mediante un

proceso de aspiracion.

2. Nebulizacién. Esta etapa consiste en la conversion de la solucién en
una niebla muy fina o aerosol. La gran velocidad del gas oxidante en
el extremo del capilar, permite que el liquido se disperse en gotitas
muy finas.

3. Transporte del aerosol. Esta etapa tiene la finalidad de asegurar que
solamente lleguen hasta la llama las gotitas de tamano adecuado
(diametro inferior a 10um). Esto se consigue mediante una esfera de
impacto pretendiendo eliminar las gotitas de mayor tamafo producidas

en la nebulizacion.

4. Desolvatacién. Eliminacion de agua y otros disolventes de la muestra.

5. Vaporizacion. Consiste en la transformacion de las particulas sélidas o
fundidas en vapor. Es una etapa critica, ya que depende de la
composicion quimica del analito, del tamafo de fas particulas y de la

temperatura de la flama.
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5.2.1. Caracteristicas de la flama

La flama (Figura 8) es el resultado de una reaccion exotérmica entre un gas
combustible y un gas oxidante acarreados hacia el quemador. Et quemador
debe proporcionar un soporte adecuado y estable para la flama.
Generalmente los quemadores son alargados y estrechcs para proporcionar

un apropiado camino de interaccion del vapor atémico con el haz de luz.

La flama generada en el quemador, tiene tres zonas que la caracterizan:

zona interna, zona intermedia y cono externo.

Cono externo

Region intermedia

Zona interna

Figura 8. Esquema de las zonas de la flama.

R
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En la zona interna, la combustién es incompleta; suele presentar color azul,
como consecuencia de la emision producida por C,, CH y ofros radicales.

Esta zona nunca se utiliza en trabajos analiticos.

La zona intermedia o region interconal, es la parte mas caliente de la flama;
en ella tiene lugar la combustiébn completa y practicamente se alcanza un

equilibrio termodinamico. Esta es la zona mas utilizada en trabajos analiticos.

El cono externo es una zona en la que productos parcialmente oxidados en
las regiones mas internas pueden completar su combustion. Esta zona no se

utiliza, debido a que se enfria por el aire circundante.

2
(%)
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La flama aire-acetileno es la mas utilizada en absorcion atdémica, ya que
resulta apropiada para la atomizacién efectiva de elementos. Su temperatura
maxima es de aproximadamente 2100 — 2400 °C. La temperatura depende

de la mezcla de gases (oxidante y combustible) de la flama. '* 2

5.3. Sistema de atomizacion por generador de hidruros

La atomizacion por generador de hidruros es un método muy sensible que
implica la separacion de los elementos en forma gaseosa. Esta técnica se
utiliza para aquellos elementos qUe pueden formar hidruros covalentes
volatiles, como son: As, Se, Sb, Sn, Te, Bi, Pb. Una muestra acuosa
acidificada de estos elementos, reacciona con una sustancia reductora como
es el borohidruro de sodio, para formar los correspondientes hidruros

gaseosos extremadamente volatiles a temperatura ambiente.

El hidruro gaseoso y el hidréogeno, producidos por la reaccion, son
arrastrados por un gas inerte, argén o nitrdbgeno, a una celda de cuarzo, en
donde los hidruros son atomizados. Posteriormente, se produce una sefial
que es detectada por el eépectrofotémetro de absorcidn atémica, donde, la
altura de la sefial es proporcional a la cantidad de analito en la muestra. La
técnica de generador de hidruros ofrece una excepcional sensibilidad para el
analisis de elementos formadores de hidruros volatiles en niveles de

deteccién de ppb (ug/L).

Para la formacién de hidruros, el analito debe estar en su estado 6ptimo de
oxidacion, esto se lleva a cabo mediante una digestion utilizando oxidantes
fuertes como son: HNO3; y H,SO,. Posteriormente se requiere de una
reduccién del mismo analito por la accion de un agente reductor (NaBH,
1%).

24
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El medio de reaccién debe ser acido para que la reaccidén sea cuantitativa.

Cuando la celda de cuarzo es calentada con flama aire acetileno se obtiene
el hidruro del elemento.®

Las reacciones que se dan en el generador de hidruros son las siguientes:

NaBH4 » 2H + Ho

M® o+ 3H MH3T

MH3——-——-——————> Me + H2

(8]
(i
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5.3.1. Descripcion del Generador de Hidruros

El generador de hidruros (Figura 9) es un instrumento de flujo continuo que
cuenta con un sistema de mangueras y un separador gas - liquido, a través
de los cuales la muestra y los reactivos son bombeados continuamente, al
igual que el gas de arrastre, obteniéndose asi una produccion constante de

hidruros gaseosos a través del haz de luz.

NaBH, 1%
Para : bombas
As, Bi. Sb, - tubo de reaccion
Se, Sn, Te,
Hg (vapor frio)
HCl 7™M

muestra o
blanco

Gias portador Nitrogeno

desccador

descarga

separador de gases

automuestreador

hacia la célula

celda de cuarzo

— - —— eje Optico

quemador

Figura 9. Esquema de un dispositivo de generador de hidruros.
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El flujo de los reactivos (acido, reductor y muestra) son adicionados
continuamente por una bomba peristaltica junto con el de gas de arrastre (N
o Ar) donde se mezclan con la muestra. La mezcla se lieva a cabo en un
serpentin de reaccion dirigiéndose a un separador gas — liquido, donde la
fase liquida es drenada y el gas es arrastrado junto con los hidruros

generados hacia la celda de cuarzo.'?

La celda de cuarzo tiene una entrada en el centro y dos salidas en sus
extremos y reducido su didmetro en la parte central, por donde son
introducidos los hidruros. La celda debe ser calentada a una temperatura de

1000 °C aproximadamente mediante una flama aire-acetileno para atomizar

a los hidruros.
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6. Especificaciones para validar un método analitico

La validacion de un método analitico, es un proceso, mediante el cual se
confirma y se demuestra por estudios de laboratorio, que el método cumple
con las especificaciones requeridas para la aplicacién analitica deseada.

Este proceso debe estar perfectamente documentado. "

Desde el punto de vista bioldgico, la validacién de métodos bioanaliticos
deben generar datos confiables para los estudios farmacocinéticos, de

bioequivalencia y biodisponibilidad.

El método de validacion, segun la USP (United States Pharmacopeia) y FDA
(Food and Drug Administration), establece que el método analitico debe de

garantizar que la metodologia es exacta, precisa, reproducible y lineal.!

En el ensayo de validacion del método de digestion acida, se consideraron
las siguientes caracteristicas de acuerdo a la guia de Validacion del Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos (C.N.Q.F.B.)™:

VALIDACION DEL
METODO

Linealidad
Exactitud
Repetibilidad
Precisiéon
Reproducibilidad
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6.1. Linealidad

La linealidad del sistema o método es la capacidad que tiene el sistema de
medicién o el método para asegurar que los resultados analiticos, son
directamente proporcionales a la concentracion de la sustancia dentro de un
intervalo determinado. Los resultados pueden ser obtenidos directamente o

mediante una transformacion matematica.

6.2. Precision

Es la cualidad del método relacionada con la dispersion de los resultados

analiticos que deben ser concordantes entre si, alrededor de su valor medio.

6.3. Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido (media) y el valor aceptado o de
referencia. El porcentaje de recobro del analito, debe acercarse al 100% para
considerarlo como exacto. En el caso de elementos traza, se consideran

recuperaciones aceptables entre un 80 y 90%.

6.4. Repetibilidad

Es la precisiobn de un meétodo analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo

analista, usando los mismos instrumentos y el mismo método, es decir, bajo

las mismas condiciones.
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Es el grado de concordancia entre los ensayos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porcicnes de una

muestra homogénea del producto o de una referencia.

La precision es considerada como una medida del grado de repetibilidad y/o
reproducibilidad de un método analitico bajo las condiciones normales de
operacion que normalmente se expresa como el porcentaje de la desviacién
estandar relativa o coeficiente de variacién entre un nimero significativo de

muestras.

6.5. Reproducibilidad

Es la precision de un método analitico, expresada como la concordancia
entre las determinaciones independientes realizadas por diferentes analistas,

usando diferentes instrumentos y laboratorios, es decir, bajo diferentes

condiciones.

-
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6.6. Criterios de aceptacion.

La Tabla 1 muestra los criterios especificados para gue el método pueda ser

confiable, segln la Guia de validacion del C.N.Q.F.B.

Tabla 1. Especificaciones para la evaluacién de los métodos.

Parametro

Criterio de

evaluacion

Criterio de aceptacion

Linealidad del
sistema

Precision del
sistema

Linealidad del
meétodo

C.V. % de recobro < 3% (mta no
biolégica)

C.V. % de recobro < 5% (mta
biologica)

Cant adic vs cant rec.

#>098

r>099

IC { B,) incluir la unidad

IC ( B3, ) incluir el cero

Precision del
método

C.V. £3% (mta no biologica)
C.V. £5% (mta bioldgica)

Exactitud

Prueba de
t de student

texp < tcritica (a gl
t critica (0.001,5) = 6.8688

Reproducibitidad y
repetibilidad

Modelo
factorial jerarquico

ANALISTA

F exp < F critica (« ,g! Analista,
gl Dia) 6 P-value > 0.05

F critica (0.05,1,2) = 5.3176
DiA

F exp < F critica (« .g! Dig,

gl Error) 6 P-value > 0.05

F critica (0.05,2,8) = 44590

[F8)
—
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7. Equipos, Materiales y Métodos

EQUIPOS

\/

A4

A%

Balanza Analitica BOECO. 120g Méaximo - 0.01g Minimo. Alemania
Horno de Microondas Mars 5 CEM Corporation Falcon USA.
Espectrofotdbmetro de Absorcién Atémica SpectrAA 800 Varian
Australia.

Generador de Hidruros VG 77 Varian Australia.

MATERIAL

X

A\

YV V.V VvV VYV V

N

A7

Y

> Micropipetas Finnpipette Labsystems (1-5 mL), (100-1000uL),

(20-200uL), (5-50ul).

Matraces volumétricos Kimax México. Tipo A. (10, 25, 50, 100 mL).
Matraz volumétrico Pirex México. Tipo A. (10 mL)

Matraz volumétrico Blau Brand (1000 mL).

Probeta IVA Argentina patente 151475 (1000mL).

Probeta Kimax México (10mL).

Vaso de precipitados Kimax México {150mL)

Papel parafilm

Vasos de teflon HP500 plus Falcon USA. Temp. Max. 210°C.
Presién max. 350psi.

Tapones de teflon HP500 plus Falcon USA.

Membranas para vasos HP500 safety CEM #431300 Falcon USA.
Sensor de temperatura de fibra dptica CEM Mod. RTP-300 Plus
(-40°C - 250°C).

Lampara de catodo hueco de selenio HC Lamp-Se Varian
Australia. 01k0308.

Celda de cuarzo Varian Australia.

Tubos de bomba morado/negro y negro/negro VGA

[o}
(8]
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REACTIVOS
> Acido Clorhidrico R.A. 36.5-38% de pureza J.T. Baker de México.
Acido Nitrico R.A. 65.4% de pureza J.T. Baker de México.

Perdxido de Hidrégeno en solucién al 30% J.T. Baker de México.

A Y

Y

v

Hidroxido de Sodio perlas 98.4% de pureza bajo en carbonatos-
J.T. Baker de México.

Borohidruro de Sodio 99% de pureza Aldrich.

Agua desionizada. 18.2 MQ cm. Millipore.

\7

Y

ESTANDARES
» Estandar de selenio High-Purity 1000+ 3 ug/mL en 2% de Acido
Nitrico. 99.999% de pureza.
» Estandar de selenio Cientific Company Selenium Powder. 99.58%

de pureza.

MUESTRAS
» Selenito de Sodio.
> Levadura Sel - Plex™. Lote: ES —392. 2000 ppm.

> Fluido ruminal de vaca Holsteing no tratada.

GASES:

Acetileno AGA de México.

Oxido Nitroso AGA de México.

Nitrbgeno 99.9% de pureza AGA de México.

v VvV Vv

v

Aire comprimido.

|8
(98}




Parte experimental

7.1. Tratamiento de las muestras

Mediante el desarrollo y optimizacion de los métodos de digestion acida que
realizé nuestro grupo de trabajo (Gleason, 2004)'® en las muestras biolégicas
de leche y plasma, se cuantificd el selenio total en selenito de sodio, levadura
(por flama) y fluido ruminal (por generador de hidruros) siguiendo la técnica
por absorcién atémica. Los métodos y las condiciones de digestion para cada

una de las muestras se presentan en el esquema siguiente:

METODOS DE DIGESTION
f Selenito de sodio l Fluido ruminal

Pesar 0.250g Pesar 0.200g Pesar 1g

l

Hidrolizar con

5mL HNOs un

dia antes

A4 A4

Adicionar: Adicionar:
10mL H,0O Adicionar: 10mL H,O
5mL HNO; 2mL H,O : 5mL HNO;
2mL H202 2mL H202 2mL H202

Reposar 30 minutos
2

Someter a digestion
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Tabla 2. Condiciones de digestién para selenito de sodio.

Temperatura| Presion Tiempo de
Potencia | % de (°C) {psi) |Mantenimiento
potencia| alcance {min)
(min)
1200 W 100 6.24 100 350 5.12

1200 W 100 4.15 140 350 6.12

Tabla 3. Condiciones de digestion para levadura.

Tiempo | Temperatura| Presion | Tiempo de
Potencia de (°C) (psi) |Mantenimiento
potencia | alcance ’ {(min)
(min) |
1200 W i 140 | } 20
1

Tabla 4. Condiciones de digestion para fluido ruminal.

Tiempo | Temperatura; Presion Tiempo de
Potencia | % de de (°C) {psi) Mantenimiento
potencia| alcance {min)
(min) '
1200 W 100 5 120 350 2

1200 W 100 2 170 350 5

X NO‘TA: Los programas del horno de microondas para las muestras de selenito de
sodio, levadura y fluido ruminal fueron: Leche2, ALIMENTOO y Plasma?2,

respectivamente. '

()

th
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Después de terminado el proceso de digestion, las muestras se dejaron

enfriar a temperatura ambiente.

Las muestras digeridas de selenito de sodio y fluido ruminal se transfirieron a
matraces volumétricos de 50 mL y se llevaron a la marca de aforo con HCI
7M. Las muestras de levadura se aforaron con agua desionizada. Los vasos

y los tapones se enjuagaron tres veces con HCl 7M y agua, respectivamente.

Para el caso de selenito de sodio, se realiz6 una dilucién 1/50 de cada una
de las muestras, para la determinacion del selenio total por absorcion
atomica. Finalmente, las muestras fueron transferidas a recipientes de
polietiieno y se dejaron reposar hasta el dia siguiente para su posterior

analisis.

Las curvas de calibracion de selenio para cada una de las muestras se
prepararon de acuerdo al tipo de sistema de atomizacién (flama y generador

de hidruros).

Para determinar el selenio total en las muestras de selenito de sodio, se
prepar6 una curva de calibracion de 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL partiendo de
una solucion stock de selenio de 200 ug/mb. (El stock se prepar6 con agua
desionizada, y la curva con HCI 7M). Esta curva se analizd mediante el

sistema de atomizacion de flama.

Para el analisis de las muestras de levadura, la preparacién de la curva fue
de 5, 10, 15, 20 y 25 ug/mL (con agua desionizada), partiendo de una

solucion stock de selenio de 50ug/mL analizada por flama.
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Por Gltimo, la curva de calibracién para la determinacion del selenio en las
muestras de fluido ruminal, fue de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/L (con HCI 7M),
partiendo de una solucion stock de selenio de 2 pg/mL preparada con agua
desionizada. Esta curva se analizd por el sistema de atomizacion de

generador de hidruros.

7.2. Métodos de cuantificaciéon

Los métodos de cuantificacién utilizados para determinar el selenio total en
las diferentes muestras fue el de espectrofotometria de absorcién atomica

con el sistema de atomizacion de flama y generador de hidruros.

En el caso de las muestras de selenito de sodio y levadura, la determinacion
del selenio fue mediante el sistema de atomizacién de flama (antes
mencionado), ya que éste sistema tiene la capacidad de determinar
concentraciones en partes por millén (ppm), mientras que para las muestras
de fluido ruminal, la determinacién del elemento fue mediante el sistema de
atomizacion de generador de  hidruros, éste sistema determina

concentraciones en partes por billén (ppb).

Para iniciar el andlisis se necesita abrir los tanques de acetileno y 6xido
nitroso, verificando que las presiones sean adecuadas (20 y 50 psi de
presion, respectivamente). Una vez que se tienen los tanques abiertos y las
presiones adecuadas, se prosigue a abrir las llaves de paso del acetileno,
oxido nitroso y aire. Se prende el equipo y la computadora para abrir al
programa SpectrAA y editar el método indicando el elemento que se va a

analizar (en este caso, el selenio).
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Los parametros ajustados con ayuda del Software SpectrAA V.2.0 para
determinar selenio en flama, se muestran en el anexo 1 (pag 85).
Posteriormente se alinea el quemadbr y se selecciona el nimero de
muestras que se van a leer. Después se mide el flujo, el cual se requiere de
4 a 6 mL/min para poder tener una buena determinacion del elemento.
Finalmente se optimiza la sefial con el tercer punto de la curva para tener

una buena sensibilidad del elemento.

Una vez optimizado el flujo de la muestra y de ia sefial, se prosigue con la

lectura de las absorbancias de la curva de calibracion y de las muestras.

El método de cuantificacion utilizado para determinar el selenio total en fluido
ruminal, fue el mismo para selenito de sodio y levadura, a diferencia de la
utilizacion del sistema de atomizacion generador de hidruros que detecta
concentraciones a nivel trazas (1 a 100 ppb). Los tanques de gas que se
utilizan son acetileno y nitrodgeno. La presion recomendada del nitrégeno es
de 50 psi de presion. El proceso de analisis es el mismo; los parametros
ajustados con ayuda del Software SpectrAA V.2.0 para determinar selenio
bon generador de hidruros, se muestran en el anexo 2 (pag 86). Una vez,
editado el método, se monta el generador de hidruros (VGA 77) colocando la
celda de cuarzo sobre el soporte junto con la trampa. El soporte se coloca
sobre el quemador, verificando que la sefial no sea obstruida por la celda.
Después se colocan las mangueras de la muestra, acido y reductor en los
moédulos de entrada, en los cuales, se indica el tipo de solucion. Una vez
colocadas las mangueras, se optimiza €l flujo de cada solucion (muestra,
acido, reductor.) Los flujos que se requieren son de 7 a 8 mL/min para la

muestra y de 1 mL/min para el acido y reductor.
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Finalmente se optimiza la sefial y se calibra el equipo a cero colocando el
acido (HC! 7M) vy el reductor (NaBH, 1%) en las mangueras
correspondientes. Ya que se tiene optimizado y calibrado el equipo, se inicia

el analisis con la curva de calibracién de selenio y las muestras.

(Para mas informacion, se recomienda consultar la referencia de Nonato'®,

Sistemas de atomizacion...).
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7.3. Validacion
7.3.1. Validacion del sistema
Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determiné mediante la preparacion de una curva
_ de calibracion a partir de una solucién stock de selenio preparada en agua
desionizada a una concentracion de 200, 50 y 2 pg/mL {para selenito,
Ievaéiufé y fluido ruminal, respectivamente). Con la primera solucion stock de
selenio se prepararon por triplicado soluciones de 20, 40, 60, 80 y 100
ug/mL, preparadas con HCI 7M. Con la segunda, se prepararon por
triplicado soluciones de 5, 10, 15, 20 y 25 ug/ml, preparadas con agua
desionizada. Con la ultima solucién stock de selenio, se prepararon por

triplicado soluciones de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/L, preparadas con HCI 7M.
Precision del sistema

Para la evaluacion de la precisidbn de los sistemas, se prepararon por
sextuplicado soluciones a un nivel de concentracion de 60 pug/mL, 15 ng/mL y
15 pg/L a partir de las soluciones stock de selenio de 200, 50 y 2 pg/mL
respectivamente. Estos sistemas se analizaron de acuerdo al tipo de sistema

de atomizacién correspondiente.

NOTA: El estandar que se utilizé para validar las muestras de levadura y fluido ruminal fue un Estandar de
selenio en solucién con HNO; 2% (anexo 14, pag 110). El estandar utilizado para la validacion de las
muestras de selenito de sodio fue un Estandar de selenio en polvo. {Anexo 13, pag 109).
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7.3.2. Validacion del método

Las muestras que se utilizaron para validar los métodos fueron selenito de
sodio al 45%, levadura Sel — Plex 2000ppm y fluido ruminal de vacas no
tratadas. Dichas muestras se analizaron de acuerdo a la guia de validacion
de meétodos analiticos cuando no se conocen los componentes de las

muestras.>?

Linealidad del método

Para la evaluacion de la linealidad del método de selenito de sodio, se
pesaron primero las muestras en cada uno de los vasos de teflén del horno
de microondas y posteriormente se adiciond el estandar de selenio en polvo,
pesando 25, 75 y 125 mg por triplicado. Posteriormente se sometieron a
digestion preparandose de acuerdo al método para su posterior analisis. Al

final, las concentraciones de selenio fueron de 52, 72 y 92 ug/mL.

Para las muestras de levadura y fluido ruminal, se prepararon soluciones
stock de selenio de 50 y 2 ug/mL en agua desionizada, respectivamente. De
la solucion stock de selenio de 50 pg/mL, se tomaron alicuotas de 2.5, 7.5 y
12.5 mL por triplicado y se adicionaron en las muestras de levadura
(previamente hidrolizadas desde un dia antes), en los vasos de teflon del
horno de microondas. De la soluciéon stock de selenio de 2 pg/mL, se
tomaron alicuotas de 125, 375 y 625 pL por triplicado y también se
adicionaron en cada uno de los vasos de teflén del horno de microondas con
las muestras de fluido ruminal. Después se sometieron a digestién,

preparandose de acuerdo al método para su posterior analisis.
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Las concentraciones de selenio en estas soluciones de levadura fueron de 9,
14, 19 pg/mL, mientras que las concentraciones de selenio en estas

soluciones de fluido ruminal fueron de 5, 15y 25 pg/L.

Cabe sefalar que se utilizaron Unicamente tres niveles de concentracion
para evaluar la linealidad del método porque se requeria tener resultados con -
las mismas condiciones de analisis dentro del proceso de digestion en el
horno de microondas. El cupo maximo de vasos del carrusel son 14, por lo
que se dejaron tres vasos como “blancos” (con muestra pero sin adicionar
estandar), y los vasos restantes se dejaron con muestra y estandar. Esto se

realizd para todo el proceso de validacion.
Precisién y exactitud del método

Para evaluar la precisién y exactitud del método de selenito de sodio se
pesé la muestra y el estandar de selenio en polvo por sextuplicado,
pesandose 75 mg del estandar en cada uno de los vasos de teflon del horno
de microondas. Posteriormente se sometieron a digestion preparandose de
acuerdo al método para su posterior andlisis. La concentracion de selenio en

estas soluciones de selenito de sodio eran de 72 pg/mL.

Para los métodos de levadura y fluido ruminal, se prepararon soluciones
stock de selenio de 50ug/mL y 2 ug/mL en agua desionizada,
respectivamente. De la solucion stock de selenio de 50 pug/mL, se tomaron
alicuotas de 2.5 mbL por sextuplicado y se adicionaron en cada uno de los
vasos de teflon que contenian las muestras hidrolizadas de levadura. Las

concentraciones de selenio en las muestras de levadura fueron de 9 pg/mL.
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De la solucién stock de selenio de 2 ug/mL, se tomaron alicuotas de 375 ul
por sextuplicado y se adicionaron en cada uno de los vasos de tefién con las
muestras de fluido. Las concentraciones de selenio en las muestras de fiuido
ruminal fueron de 15 pg/L. Posteriormente se sometieron a digestion

preparandose de acuerdo al método para su -posterior analisis.
Reproducibilidad y repetibilidad

" Para evaluar la reproducibilidad y repetibilidad del método de selenito de
sodio, se necesitaron de dos analistas. Cada uno pesé por triplicado muestra
y estandar de selenio en polvo (pesando 75 mg de estandar) en los vasos de
tefion. Posteriormente se sometieron a digestion préparéndose de acuerdo al
método para su posterior analisis. La concentracion de selenio final fue de 72

ng/mL. Cada analista realizé el mismo analisis durante dos dias.

El mismo procedimiento se siguid para evaluar la reproducibilidad y
repetibilidad del metodo de levadura y fluido ruminal. Cada analista prepard
una solucion stock de selenioc de 50 y 2 ug/mL en agua desionizada,
respectivamente. De la solucién stock de selenio de 50 ug/mL, se tomaron
alicuotas de 2.5 mL por triplicado y se adicionaron en los vasos de tefion
(con las muestras pesadas previamente). De la solucién stock de selenio de
2 pg/mL, se tomaron alicuotas de 375 ul por triplicado y se adicionaron en
cada uno de los vasos de teflén del horno de microondas (con las muestras
pesadas previamente). Finalmente se sometieron a digestion preparandose
de acuerdo al método para su posterior analisis.

Las concentraciones de selenio en las muestras de levadura fueron de 9

ug/mL y las concentraciones de selenio en las muestras de fluido ruminal

fueron de 15 pg/L.

4
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8. Resultados y Discusion de la validacion

8.1. Linealidad del sistema

En las siguientes tablas (5, 6 y 7, pag 45 y 46), se muestran las respuestas

obtenidas para evaluar la linealidad del sistema de las muestras de selenito

de sodio, levadura y fluido ruminal.

Las condiciones del equipo de EAA para determinar la linealidad del sistema

(por flama y EAA-GH), se muestran en los anexos 1y 2 (pag 85y 86).

Tabla 5. Respuestas para la determinacion de la linealidad del sistema de selenio
en muestras de selenito de sodio.

Concentracién Conc est/

Sistema {ug/mL) Absorbancia c&g‘;ﬂ:ﬁ?l
1 20 0.0893 1.0248
2 20 0.0867 0.9949
3 20 0.0890 1.0214
4 40 0.1743 1.0011
5 40 0.1697 0.9747
6 40 0.1691 0.9712
7 60 0.2599 0.9955
8 60 0.2659 1.0185
9 60 0.2647 1.0139
10 80 0.3417 0.9818
11 80 0.3525 1.0129
12 80 0.3486 1.0016
13 100 0.4323 0.9938
14 100 0.4291 0.9864
15 100 0.4432 1.0189

CV.=1.67%
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Tabla 6. Respuestas para ia determinacién de la linealidad del sistema de selenio
en muestras de levadura.

Concentracién Conc est/

Sistema (ng/mL) Absorbancia C&;fﬁ:ﬁ?'
1 5 0.0256 1.0013
2 5 0.0252 0.9856
3 5 0.0259 1.0131
4 10 0.0515 1.0101
5 10 0.0518 1.0159
6 10 0.0511 1.0022
7 15 0.0754 0.9868
8 15 0.0750 0.9816
9 15 0.0760 0.9947
10 20 0.1011 0.9929
11 20 0.1035 1.0165
12 20 0.1022 1.0037
13 25 0.1273 1.0004
14 25 0.1276 1.0028
15 25 0.1269 0.9973

C.V.=1.04%
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Tabla 7. Respuestas para la determinacion de la linealidad de! sisterna de selenio
en muestras de fluido ruminal.

Concentracion Conc est/

Sistema (na/L) Absorbancia C(fz;;:n:i?'
! ° 0.0861 0.9779
2 ° 0.0867 0.9849
° ° 0.0890 1.0118
4 10 0.1759 1.0139
° 10 0.1721 0.9918
° 10 0.1738 1.0017
! 1o 0.2539 0.9800
° 1 0.2584 0.9976
’ 15 0.2625 10135
10 20 0.342 0.9926
" 20 0.3471 1.0074
12 20 0.3539 10273
v 2 0.4223 0.9818
14 2 . 0.4291 0.9977
15 25 0.4396 1.0059

CV.= 1.40%

Se aplicd el programa de Statgraphics Plus version 5.0 para el andlisis
estadistico.
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Las ecuaciones que se obtuvieron mediante un analisis de regresion para las
tres curvas de las muestras de selenito de sodio (curva 1), levadura (curva 2)

y fluido ruminal (curva 3) son las siguientes:

CURVA MODELO DETERMINADO
1 Respuesta = 0.000176667 + 0.00434817*(Concentracion)
2 Respuesta = 0.000146667 + 0.005084*(Concentracién)
3 Respuesta = 0.00246667 + 0.017104*(Concentracion)

Los graficos 1, 2 y 3 (pag 48) muestran las rectas de regresién que se

obtuvieron para el analisis de la linealidad de cada una de las muestras.

Grafico 1. Linealidad del sistema de selenio para selenito de sodio.
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Los parametros estadisticos de la regresion que se obtuvieron de las tres

curvas se muestran a continuacion:

Parametros estadisticos de la regresiéon| Curva 1 Curva2 | Curva3

Coeficiente de correiacion (r) 0.998854 | 0.999762 | 0.999497

Coeficiente de determinacion (%) 0.999427 | 0.999585 ) 0.998094

Coeficiente de determinacion ajustada () | 0.998765 | 0.999553 | 0.998917

Coeficiente de variacion (C.V.) 1.67% 1.04% 1.40%

Con base a los datos de regresion obtenidos de las diferentes rectas de
regresion, se puede observar que el 99.94%, 99.95% y 99.89% de la
variacién de la respuestas obtenidas (absorbancia) esta explicada por los
cambios en la concentraciéon de selenio para selenito de sodio, levadura y

fluido ruminal, respectivamente. Ver anexos 4, 5y 6 (pag. 88 - 92).

Por otro lado, los coeficientes de variacion que se obtuvieron en las tres
curvas de calibracidn son menores a lo establecido por la guia de validacion

para métodos espectrofotomeétricos (< 2%).
En seguida, se muestran los graficos de residuales 4, 5 y 6 (pag. 50 y 51)

que explican la desviacién de los datos experimentales con respecto a los

valores estimados por cada una de las rectas de regresion.
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Grafico 4. Grafico de residuales de selenito de sodio.
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Grafico 5 . Grafico de residuales de levadura.
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Grafico 6 . Grafico de residuales de fluido ruminal.
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En el analisis de residuales que se realiz6 para cada una de las rectas, se
puede observar en el grafico 4, (pag 50), la concentracion de 100 ug/mL
referente a selenito de sodio, se observa una desviacién mas grande con
respecto a las demas, presentando un residuo de 0.00820667, el cual,
corresponde a un error estandar del 2.39429%. El grafico 5 (pag 50) que
corresponde al andlisis de residuos de la recta de levadura, la concentracion
con mayor desviacion en los datos experimentales fue la de 20 pg/mL, en la
cual, se presenta un error de 0.00167333, correspondiente a un estandar del
2.74737%. Finalmente, en el grafico 6, se tiene el maximo error residual en la
concentracién de 25 pug/mL de selenio para la recta de fluido ruminal,

presentando un residuo de —0.00776667 y un 2.49342% de error estandar.
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Por otro lado, se realiz6 un analisis de variancia para establecer y demostrar
si existe una relacion entre las variables en estudio y si existe diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05). Para ello, se plantearon las

siguientes hipétesis para cada una de las rectas de regresion:

HIPOTESIS

Ho: No existe una relacidn lineal entre la concentracion y la respuesta
analitica.
Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

Criterio de aceptacion:
Si Fea < Faiica NO se rechaza Ho.
Si Fea > Faica S€ rechaza Ho.

Las tablas 8, 9 y 10 (pag 53) muestran los analisis de variancia para cada

una de las rectas de regresion.

Tabla 8. Andlisis de variancia de la regresion para la linealidad del sistema de
selenito de sodio (a = 0.05).

Origen SS gl MS F Fcrit
Entre grupos 0.22687864 4 0.22687864 11325.94119 1.67013E-20
Dentro de grupos 0.000260413 10 2.00130E-05
Total 0.227139053 14

Tabla 9. Analisis de variancia de la regresion para la linealidad del sistema de
levadura (a = 0.05).

Origen SS gl MS F F crit
Entre grupos 0.01938529 4 0.01938529 31276.948 2.2762E-23
Dentro de grupos 8.0573E-06 10 6.1979E-07
Total 0.01939335 14
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Tabla 10. Analisis de variancia de la regresidén para la linealidad del sistema de
fluido ruminal (a = 0.05).

Origen SS gl MS F F crit

Entre grupos 0.21941011 4 0.21941011 12910.138  7.1376E-21
Dentro de grupos ~ 0.00022094 10 1.6995E-05
Total 0.21963105 14

Las tablas 8, 9 (pag 52) y la tabla 10, muestran que la F calculada es mayor
a la F critica en las tres curvas de regresion con una probabilidad del 95%,
demostrando asi, que no existe diferencia estadisticamente significativa. Por
lo tanto, con base a estos resultados y de acuerdo a la hipétesis establecida
en eléhélisis de variancia para cada una de las rectas, se rechaza Ho,
:indicando que la variacion de la respuesta estd explicada por la variacién de

la concentracién con un nivel de significancia de 0.05.

Por otro lado, se establecio la hipotesis para la ordenada al origen y la
pendiente, con la finalidad de demostrar que las diferentes rectas de

regresion pasan por el valor de cero con un nivel de significancia de 0.05.

HIPOTESIS

Ho: La ordenada al origen es igual a cero.
Ha: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacion:
Si tear < teiica NO S€ rechaza Ho.
Si tea > taiica S€ rechaza Ho.

h
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Tabla 11. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de la recta
de regresién de selenito de sodio.

Error i t
Parametro = Estimado estandar estadistica  critica P-value LCI95% LSC 95%

Intercepto  0.000176667  0.00271016  0.0651867 2.144789 0.9490 -0.00568 0.00603
Pendiente  0.00434817 0.00004086 106.423 0.0000 0.00426 0.00444

Tabla 12. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de la recta
de regresion de levadura.

Error t 1
Parametro  Estimado estandar estadistica critica P-value LCI95% LSC 95%

Intercepto  0.000146667 0.000476716 0.30766 2.144788 ©.7632 -.00088322 0.00117655
Pendiente  0.005084 0.0000287471 176.853 0.0000 0.0050219 0.0051461

Tabla 13. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de 1a recta
de regresion de fluido ruminal.

Error t t
Parametro  Estimado estandar estadistica critica P-value LCI95% LSC 95%

Intercepto  0.00246667 0.00249631 0.988125 2.144789 0.3411 -0.00292628 0.00785962
Pendiente  0.017104 0.000150533 113.623 0.0000 0.01677879 0.01742921

LCI (Limite inferior de confianza); LSC (Limite superior de confianza)

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de variancia y a la
hipotesis establecida, se acepta Ho, demostrando que no existe diferencia
estadisticamente significativa (P-value > 0.05) y que la ordenada al origen de
la rectas de regresion pasan por el valor de cero con un 95% de probabilidad.
Los valores de las pendientes tienen diversos valores debido a la

absortividad del analito.
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8.2. Precision del sistema

Se analizaron por sextuplicado soluciones de selenio a concentraciones en
ug/mL 60, 15y 15ug/L para determinar si las absorbancias del sistema con
respecto a la concentracion de selenio son precisas. En la tabla 14 se

muestran los resultados obtenidos en la precision de los sistemas.

Tabla 14. Resultados de la precision de los sistemas.

Concentracion -
Curva de Selenio Absorbancia

0.2529 0.2568
60 nug/mL 0.2559 0.2544
0.2493 0.2481
0.0744 0.0755
15 pg/mL 0.0757 0.0755

2 0.0751 0.0740
0.2602 0.2599
5 15 g/l 0.2696 0.2639

0.2667 0.2620

Las curvas 1, 2 y 3 presentadas en la tabla 14, corresponden a los sistemas
para muestras de selenito de sodio, levadura y fluido ruminal,

respectivamente.

Para evaluar si las respuestas del sistema (absorbancias) son precisas, se

determiné la desviacion estandar, el promedio y el coeficiente de variacién de

las absorbancias de cada una de las curvas. Estos parametros se muestran
en la tabla 15, (pag 56).
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Tabla 15. Resultados para determinar la precision del sistema.

Coeficiente de
Curva | Concentracion| Promedio Desviacion Variacién
estandar (%)

1
60 pg/mL 0.2529 0.0035 1.3975

2
15 ug/mL 0.0750 0.0007 0.9143

3
15 ug/L 0.2637 0.0038 1.4531

De acuerdo a los coeficientes de variacion obtenidos de la tabla 15, se puede

observar que son menores del 2%, por lo tanto, los sistemas para cada una

de las muestras son precisos.
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8.3. Linealidad del método.

En la evaluacion de la linealidad del método para cada una de las muestras,
se prepararon por triplicado tres niveles de concentraciones para cada
muestra analizada, sometiéndolas posteriormente a digestién. Se obtuvieron
las concentraciones y los recobros de cada una de ellas, los cuales se

muestran en las tablas 16, 17 y 18 (pag 58).

Tabla 16. Resultados para evaluar la linealidad del método de selenito de sodio.

Cantidad Cantidad
Muestra adicionada | recuperada | % de Recobro
adicionada (mg) {mg)

1 134.45 130.50 97.06

2 134.67 131.00 97.28

3 134.71 131.25 97.43

4 184.39 180.00 97.62

5 184.44 180.25 97.73

6 184.52 179.75 97.41

7 23468 229.00 97.58

8 23459 229.25 97.72

9 23468 229.50 97.79
Promedio: 97.51
CV.= 0.25%

Cabe mencionar que los resultados obtenidos de las muestras de selenito de
sodio se reportan en cantidad, debido a que se utilizd el estandar de selenio

en polvo.
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Tabla 17. Resultados para evaluar la linealidad del método de levadura.

Tabla 18. Resultados para evaluar la linealidad del método de fluido ruminal.

Concentracion | Concentracion
Muestra adicionada recuperada | % de Recobro
adicionada {pg/mL) {ug/mL)

1 97 9.1 96.91

2 97 9.5 94.85

3 97 96 85.88

4 14.7 14.4 97.96

5 14.7 14.8 96.80

6 14.7 14.3 97.28

7 19.7 19.6 98.48

8 19.7 19.8 97.97

9 19.7 19.2: 97.46
Promedio: 97.06
CV. = 1.17%

Concentracion | Concentracion
Muestra adicionada’ recuperada % de Recobro
adicionada (ng/L) {ug/L)

1 5.90 5.29 89.66

2 5.90 5.36 90.85

3 5.90 561 95.08

4 15.90 15.41 96.92

5 15.90 15.67 98.55

6 15.90 15.57 97.92

7 25.90 25.61 908.88

8 25.90 25.45 98.26

9 25.90 25.71 99.27
Promedio: 96.16
CV.= 3.72%

h
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Para determinar la linealidad del método, se realiz6 un analisis de regresion
lineal, en el cual, se determinaron los modelos que explican la variacion de
las cantidades y concentraciones recuperadas en funcion de las cantidades y

concentraciones adicionadas para las diferentes muestras.

En el grafico 7, se observa la relacién lineal entre la cantidad recuperada y la

cantidad adicionada de selenito de sodio explicada por la siguiente ecuacion:

Cantidad recuperada = -1.3657 + 0.98294*(Cantidad adicionada)

Grafico 7 . Curva de regresion de la Iinealidadv del método de selenito de sodio.
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Los gréficos 8 y 9 (pag 60) muestran la relacion lineal entre la concentracion
recuperada y la concentracién adicionada de levadura y fluido ruminal,

explicada por sus respectivas ecuaciones.
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Concentracién recuperada = -0.4182 + 1.013*(Concentracién adicionada)

Grafico 8 . Curva de regresion de la linealidad del método de levadura.

- 21 F v 1 T T —
% - Concentracion recuperada 3
2 ®E  Limitesde confianza =
g - 3
8 17F 3
g - .
S 15k 3
0 I~ 4
2 3 3
c  13F 3
Q - ]
5 np :
E C ]
§ 9 i N N 1 " ) 1
o)

8 9 11 13 15 17 19 21

Concentracion adicionada (ug/mL)

Concentracion recuperada = -0.51515 + 1.0085*(Concentracion adicionada)

Grafico 9. Curva de regresién de Ia linealidad del método de fluido ruminal.
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Por otro lado, se establecié una hipétesis para demostrar si existe una
relacion lineal entre las variables en estudio realizando un analisis de

variancia. La hipdtesis es la siguiente:

HIPOTESIS

Ho: No existe una relacion lineat entre la concentracién adicionada y la
concentracion recuperada.

Ha: Existe una relacién fineal entre la concentracién adicionada y la
concentracion recuperada.

Criterio de aceptacion:
Si Fea < Faiica NO S€ rechaza Ho.
Si Feat > Fuitica € rechaza Ho.

Las tablas 19, 20 y 21(pag 62) muestran el andlisis de variancia para cada

una de las muestras.

Tabla 19. Analisis de variancia de la regresion para la linealidad del método de
Selenito de sodio (« = 0.05).

Origen SS df MS F P-value F crit
Entre grupos 14504.3 1 14504.3 22893530 4.5998E-17 558145974
Dentro de grupos 0.443488 7 0.0633554
Total 14504.7 8
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Tabla 20. Andlisis de variancia de la regresion para la linealidad del método de
Levadura (a = 0.05).

Origen SS df MS F P-value F crit
Entre grupos 154.026667 1  154.026667 229945024 4.4873E-10 5.59145974
Dentro de grupos 0.46888889 7  0.06698413
Total 15449556 8

Tabla 21. Anélisis de variancia de la regresion para la linealidad del método de
Fluido ruminal { « = 0.05).

Origen SS df MS F P-value F crit
Entre grupos 610.24335 1 610.24335 32098.8679 4.0434E-14 559145974
Dentro de grupos 0.12945 7 0.01849286
Total 610.3728 8

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de variancia, se rechaza
Ho, por lo tanto existe evidencia estadistica con’un nivel de significancia de
0.05que la vériaci()n de la cantidad y concentracion recuperada se encuentra
relacionada linealmente con la variacion de la cantidad y concentracion

adicionada.
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Los parametros estadisticos de la regresion que se obtuvieron de las tres

curvas se muestran a continuacién:

Parametros estadisticos de la
regresion Curva 1 Curva 2 Curva 3

Coeficiente de correlacion (r) 0.999985 | 0.998481 | 0.999894

Coeficiente de determinacion (rz) 0.999969 | 0.996965 | 0.999788

Coeficiente de variacion (CV) 0.14% 1.79% 0.88%

Curva 1. Selenito de sodio; Curva 2. Levadura; Curva 3. Fluido ruminal.

Conforme a los datos de regresion obtenidos, la regresion de las tres
muestras esta explicada en un 99.99%, 99.69% y 99.97% respectivamente
con un a= 0.05, estableciéndose asi que la variacién de la concentracion
recuperada esta en funcién del cambio en la concentracién adicionada para

las tres muestras. Ver anexo 7, 8 y 9. (pag 94 — 98).

Los coeficientes de variacion de las tres rectas de regresion se encuentran

dentro de especificaciones (menor al 3% y 5% para muestras biologicas).

En los graficos 10, 11 y 12 (pag 64 y 65), se muestran los residuales que
explican la desviacion de las concentraciones pronosticadas por el modelo
de regresidn con respecto a las concentraciones determinadas
experimentalmente. Los residuales que se obtuvieron para cada curva a
partir de los residuos contra la concentracion adicionada se muestran a

continuacion.
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Grafico 10 . Grafico de residuales de selenito de sodio.
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Grafico 11 . Grafico de residuales de levadura.
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Grafico 12 . Grafico de residuales de fluido ruminal.
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En el grafico 10 (pag 64) se observa que la mayor desviacion de los
residuales de selenito de sodio es con un residuo de —0.310684 y un error
estandar de 1.60971% covrrespondiente é la cantidad adicionada de 184mg
de selenio. En el grafico 11 (pag 64), la mayor desviacion que se observa es
a la concentracion de 5 ug/mL con un residuo de 0.175 y un error estandar
de 1.70964%. Finalmente, en el grafico 12, se puede observar que la mayor
desviacion es en la concentracion de 5 pg/L con un residuo de -0.34444 y un

error relativo de 1.7888%.

Por otro lado, se realizé un analisis estadistico para determinar si las
ordenadas al origen de las diferentes rectas de regresion son significativas y

diferentes de cero con un a = 0.05, estableciéndose la siguiente hipdtesis:
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HIPOTESIS

Ho: La ordenada al origen es igual a cero.
Ha: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacion:
Si tear < teritica NO S€ rechaza Ho.
Si tea > tomica S€ rechaza Ho.

Tabla 22. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de la recta
de regresion de selenito de sodio. .

Erfor Tt t

Parametro  Estimado  Estandar  estadistica critica  P-Value LCI 97.5% LSC 97.5%
Intercepto -1.3657 ~ 0.38834 -3.51678 2.365  0.0980 -2.284788 0.443024
Pendiente 0.98294  0.002054 478.472 0.0000 0.963621 1.002225

Tabla 23. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de la recta
de regresién de levadura.

Error t t
Parametro  Estimado  Estandar estadistica critica P-Value LC187.5% LSC 97.5%
Intercepto -0.4182 - 0.3224 -1.29723 2.365 0.2357 -1.3342314 0.497787
Pendiente 1.01333 0.021132 47.9526 0.0000 0.9539222 1.073375

Tabla 24. Resultados obtenidos para la ordenada al origen y la pendiente de la recta
de regresién de fluido ruminal.

Error t t
Pardmetro  Estimado Estandar estadistica critica P-Value LC197.5% LSC 97.5%

Intercepto  ~ -0.51515 0.0992307 -5.19144 2.365 0.0530 -0.7970885 0.2332115
Pendiente 1.0085 0.0055517 181.656 0.0000 0.9853723 1.0242737
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Referente a los resultados obtenidos en las tablas 22, 23 y 24 (pag 66) y de
acuerdo a la hipotesis establecida en el anélisis de variancia, se acepta Ho,
demostrando que existe evidencia estadistica que la ordenada al origen de
la rectas de regresion pasan por el valor de cero con una probabilidad del
97.5%.

Los valores de las pendientes que se obtuvieron en el andlisis estadistico,
incluyen la unidad dentro del intervalo de confianza, por lo tanto, el método
puede recuperar hasta en un 100% la cantidad adicionada para las

diferentes muestras.

67




Resultados y Discusion

8.4. Precision y exactitud del método

Se analizdé por sextuplicado un nivel de concentracion de selenio de cada
una de las muestras para evaluar la precision y exactitud del método. Se
obtuvieron los porcentajes de recuperacion para cada concentracion

analizada. Los resultados obtenidos se muestran en la tabia 25.

Tabla 25. Resultados obtenidos para evaluar fa precision y exactitud del método.

CANTIDAD Y_

MUESTRA| CONCENTRACION | % DE RECOBRO DE
ADICIONADA DE SELENIO
SELENIO

Selenito 75mg 08.07 97.28 99.22
98.38 98.08 98.92
5 ng/mL 99.00 96.00 96.00
Levadura 97.00 99.40 96.60
Fluido 15 uglL 96.19 90.31 91.99
ruminal 9475 99.94 9512

En la tabla 26 (pag 69) se muestran los promedios, las desviaciones

estandar y los coeficientes de variacion de los porcentajes determinados en
la tabla 25.
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Tabla 26. Resultados de los promedios, desviaciones estandar y coeficientes de
variacion de los porcentajes de cada muestra analizada.

CANTIDAD Y [ COEFICIENTE
CONCENTRACION DESVIACION DE
MUESTRA | “ADICIONADA DE | PROMEDIO | "EoliNDAR |  VARIACION
SELENIO (%)
Selenito 75 mg 98.33 0.69 0.67
Levadura 5 pg/mL 97.33 1.50 1.54
Fluido 15 nglL 94.72 336 3.55

Los resultados obtenidos en la tabla 26, muestran que los coeficienies de

variacion de las tres muestras se encuentran dentro de especificaciones, por

lo tanto, los tres métodos son precisos.

La exactitud del método de las tres muestras se determiné mediante la

prueba de "t”; para ello, se establecié la siguiente hipétesis:

HIPOTESIS

Criterio de aceptacion:
Si teal < terica NO s€ rechaza Ho.
Si tea > tomica S€ rechaza Ho.

Ho: El promedio del porcentaje adicionado es igual al promedio del
porcentaje determinado.
Hi: El promedio del porcentaje adicionado es diferente al promedio
del porcentaje determinado.

Se determinaron los intervalos de confianza al 99.999% para cada una de las

muestras analizadas. La tabla 27 (pag 70) muestra los resultados obtenidos

para determinar la exactitud del método.
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Tabla 27. Resultados para determinar la exactitud del método.

INTERVALO
CANTIDAD Y DE
CONCENTRACION t t | CONFIANZA
MUESTRA| ADICIONADA DE |PROMEDIO| calc |critica| AL 99.999%
SELENIO
LCl | LCS
Selenito 75mg 98.33 |5.9425(6.8685|95.098]101.135
Levadura 5 pg/mL 97.33  |4.3540 93.127|101.540
Fluido | 15 ug/lL 9472  |3.8529 85.293]104.141

LCI: Limite inferior de confianza; LCS: Limite superior de confianza

Los métodos son exactos a un nivel de confianza del 99.999% debido a que

los valores de t calculada son menores al valor de t critica como se muestra

en la tabla 27, ademas se incluye el 100% dentro de los intervalos de

confianza. Por lo fanto,

son confiables y recomendables para determinar el

selenio en las muestras de selenito de sodio, levadura y fluido ruminal.
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8.5. Reproducibilidad y Repetibilidad del método

Se determiné la reproducibilidad y la repetibilidad de! método para cada una
de las muestras mediante los porcentajes de recobro obtenidos de selenio en
un nivel de concentracion dado (72pg/mL, 9ug/mbL, 15ug/L). Dichos

parametros se evaluaron con dos analistas y en dos dias diferentes.

Los resultados de los porcentajes de recobro de selenio para determinar la
reproducibilidad y la repetibilidad del método de las muestras de selenito de
sodio, levadura y fluido ruminal se muestran en las tablas 28, 29 y 30 (pag
72).

Tabla 28. Porcentajes de recobro obtenidos para la evaluacion de Ia
reproducibilidad y la repetibilidad de! método de selenito de sodio.

DIA DIA
1 2

< 98.46 99.83
8- 99.63 99.79
P~
Z 98.36 99.65

99.74 98.14
g
® 98.33 98.51
2l o~
z 98.67 98.80

Selenio adicionado: Promedio: 98.99%

75mg C.V.=0.68%

71




Resultados y Discusion

[ e R R R EEEREE—E—E————————————,.
%

Tabla 29. Porcentajes de recobro obtenidos para
reproducibilidad y la repetibilidad del método de levadura.

DIA DIA
1 2
99.00 98.46
<
@ 97.00 98.46
-
:z: 98.00 101.54
100.51 100.51
2
7] 99.49 101.54
El N
z 100.51 98.46
Selenio adicionado:

Tabla 30. Porcentajes de recobro obtenidos para

la evaluacién de Ia

Promedio: 99.47%
CV.=1.46%

la evaluacién de Ia

reproducibilidad y la repetibilidad del método de fluido ruminal.

DIA DIA
1 2
97.78 97.41
sl
_QJ - 93.23 93.10
<
E 93.35 93.54
92.85 96.84
st
(2] 90.63 94.37
&l N
:’z 96.71 92.97
Selenio adicionado:

Promedio: 94.40%
C.V.=2.38%

~J
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Para la evaluacion de la reproducibilidad y la repetibilidad del método se
realizd un andlisis de variancia mediante un disefio anidado o jerarquico
entre los porcentajes de recobro determinados en cada una de las muestras,

para ello, se estableci6 la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS

Ho: No existe efecto del analista y el dia en el porcentaje de
recobro.

Hi: Existe efecto del analista y/o el dia en el porcentaje de
recobro.

Criterio de aceptacion:
Si Fexp < Feritica NO s€ rechaza Ho 6 P-Value > 0.05
Si Fexp > Fenitica S€ rechaza Ho 6 P-Value < 0.05

Tabla 31. Analisis de variancia para la evaluacién de la reproducibilidad y la
repetibifidad del método de selenito de sodio.

Parametro SS gl MC F-Ratio ;| P-Value
Analista 1.03841 1 1.03841 1.30 0.3730
Analista(Dia) | 1.60275 2 0.801375 2.77 0.1221
Residual 2.31687 8 0.289608
Total 4.95803 11

Tabla 32. Analisis de variancia para la evaluacién de la reproducibilidad y Ia
repetibilidad del método de levadura.

Parametro SS
Analista 6.10613

i Analista(Dia) | 3.31527

Residual 13.9345
Total 23.3559

. MC F-Ratio | P-Value
' 6.10613 3.68 0.1949
1.65763 0.95 0.4258
1.74181

oow-\’l-g_
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Tabla 33. Analisis de variancia para la evaluacién de ia reprodu‘cibilidad y {a
repetibilidad del método de fluido ruminal.

Parametro SS gl MC F-Ratio | P-Value
Analista 1.36013 1 1.36013 1.02 0.4190
Analista(Dia) | 2.66937 2 1.33468 0.21 0.8164
Residual 51.3069 8 6.41336
Total 55.3364 11

De acuerdo a los resultados de las tablas 31, 32 (mostradas en la pagina 73)
y tabla 33, conforme a la hipétesis establecida, no se rechaza Ho, por lo que
no existe diferencia estadisticamente significativa entre los recobros

determinados de los dos analistas y en los dos dias. Por lo tanto, el método

-de cada una de las muestras es reproducible entre analistas y repetible entre

dias. Ver anexo 10, 11y 12 (pag 100 - 106).

Grafico 13 . Grafico representativo de los intervalos de las medias de los porcentajes de
recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor dia de selenito de sodio.
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Grafico 14 . Grafico representativo de ios intervalos de las medias de los porcentajes
de recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor analista de selenito de
sodio.
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Grafico 15 . Grafico representativo de los intervalos de las medias de los porcentajes
de recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor dia de levadura.
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Grafico 16 . Grafico representativo de los intervalos de las medias de los porcentajes
de recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor analista de levadura.
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Grafico 17 . Grafico representativo de los intervalos de las medias de los porcentajes de
recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor dia de fluido ruminal.
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Grafico 18 . Grafico representativo de los intervalos de las medias de los porcentajes
de recobro con Diferencia Minima Significativa al 95% del factor analista de fluido
ruminal.
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En los graficos 13, 14, 15, 16, 17 (pag 74 - 76), y en el grafico 18 se puede
observar que los intervalos de las medias de los porcentajes de recobro con
LSD (diferencia minima significativa) al 95%  correspondientes a los
diferentes factores analizados (dia, analista) para cada muestra se traslapan,
por lo tanto, no existe diferencia estadisticamente significativa entre estos
factores y los métodos para determinar selenio en selenito de sodio, levadura

y fluido ruminal son reproducibles y repetibles entre dia y analista.
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9. Conclusiones

Los métodos de digestion acida desarrollados en cada una de las muestras
son confiables para medir niveles de selenio en rumiantes que se
encuentren bajo tratamiento cumpliendo con los propédsitos para los cuales

fueron disefiados.

Se recomienda ampliamente el empleo de estos métodos en estudios que el
e

quimico analista considere pertinentes.

Haciendo referencia a la cuantificacion de selenio por el método de digestion

acida que se desarrollé en el presente trabajo se tiene que:

Selenito de sodio

v Es lineal en un intervalo de concentraciones de 20 a 100 pg/mL con
un porcentaje de recuperacion del 97.51% y con un coeficiente de
variacion de 0.25%.

v Es exacto y preciso con un 98.33% de recuperacién y un coeficiente
de variacion del 0.70%.

v Es repetible y reproducible en diferentes dias y con diferentes

analistas recobrando un 98.99% con un coeficiente de variacion del
0.67%.
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Levadura

v - Es lineal en un intervalo de concentraciones de 5 a 25 pg/mL con un
porcentaje de recuperacion del 97.06% con un coeficiente de variacion
del 1.17%.

v' - Es exacto y preciso con un porcentaje de recuperacion del 97.33% y
con un coeficiente de variacion del 1.54%.

v - Es repetible y reproducible con un porcentaje de recuperacion del

99.47% y con un coeficiente de variacion del 1.46%.

Fluido ruminal

v - Es lineal en un intervalo de concentraciones de 5 a 25 pg/L con un
porcentaje de recuperacion del 96.16% con un coeficiente de variacion
del 3.72%.

v - Es exacto y preciso con un porcentaje de recuperacion del 94.72% y
con un coeficiente de variacion del 3.55%.

v - Es repetible y reproducible con un porcentaje de recuperacion del

94.40% y con un coeficiente de variacion del 2.38%.
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Anexo 1. Condiciones de trabajo del equipo de Espectrofotometria de

absorcion atébmica con flama.

Los parametros ajustados en la técnica de Espectrofotometria de absorcion

atémica con flama son los siguientes:

a Modo de muestreo:
» . Manual
» Longitud de onda: 196nm

> I£Iujo del oxido nitroso: 11L / min

A4

Flujo del acetileno: 6.63 L/ min
» Flujo del aire: 13.5L / min

a Modo de medicion: integracion

2 Calibracion: concentracion

a Replicas: 3 para estandar y muestra

a Corriente de la {ampara: 10mA

[
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Anexo 2. Condiciones de trabajo del equipo de Espectrofotometria de

absorcion atémica con generador de hidruros.

Los parametros ajustados en la técnica de Espectrofotometria de absorcién

atémica con generacion de hidruros son los siguientes:

o Modo de muestreo:
» Manual
Longitud de onda: 196nm
Flujo del acetileno: 2.10 L / min
Flujo del aire: 13.5L / min

YV V V VY

Flujo de ta muestra: 8 mL / min
» Flujo del reductor y acido: 1 mL / min
o Modo de medicion: integracion
a Calibracién: concentracion
o Réplicas: 3 para estandar y muestra

o Corriente de la lampara: 10mA
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Anexo 3. Instrumentacion basica del Horno de Microondas MARS 5 CEM

Corps.

La instrumentacion basica del Horno de Microondas MARS 5 CEM Corps es

la siguiente:

o Vasos de teflon HP500 plus

a Sensor de temperatura (temperatura max 210°C)
o Sensor de presion (presion max 350 psi)

a Tormamesa

a Marcos de soporte

o Chaquetas

a Capilar de zafiro (thermoweli)

o Tapones de seguridad

o Membranas de seguridad

a Tapdn para sensor de temperatura

a Tapones para vaso control

a Tapas de teflon para el vaso control y vasos HP500 plus.
o Discos para vaso control y vasos HP500 plus

o Adaptador de la tapa para el vaso control

Fiaura 11. Imaaen del Horno de Microondas MARS 5. 37




Anexos

]
e S e s T ——————————

Anexo 4 . Analisis estadistico de la linealidad del sistema de selenito de

sodio.

Tabla 34. Analisis de variancia de la linealidad del sistema de selenito de sodio.

Parametro SS gl MC F P-Value
Concentracién 0.226879 1 0.226879 11325.94 0.0000
Residual 0.000260413 13 0.0000200318

Total 0.227139 14

Coeficiente de determinacion = 99.8854

Coeficiente de determinacién (ajustado) = 99.8765

Error estandar = 0.00447569

Valor medio de residuales = 0.00345733

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 2.071 (P=0.3279)

De acuerdo los resultados obtenidos de la tabla anterior, la variabilidad en la
respuesta del sistema de selenito de sodio, estd explicada en un 99.88%. El
error estandar del estimado muestra la desviacion estandar de los residuales
que es de 0.00447569. El valor medio de los residuales es de 0.00345733.
Por otro lado, la prueba de Durbin-Watson de los residuales es mayor a 1.4,
con un P-value 0.3279, esto quiere decir que no existe una sera

autocorrelacion en los residuales.
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Grafico 18 . Curva de regresion de la respuesta observada y el prondstico de la
respuesta del sistema de selenito de sodio.
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Grafico 20 . Grafico de la probabilidad normal del sistema de selenito de sodio.
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Anexo 5. Analisis estadistico de la linealidad del sistema de levadura.

Tabla 35. Analisis de variancia de la linealidad de! sistema de levadura.

* Parametro SS gl MC F P-Value
Concentracion  0.0193853 1 0.0193853 31276.95 0.0000
Residual 0.00000805733 13 6.19795E-7
Total 0.0193933 14

Coeficiente de determinacion = 99.9585 %

Coeficiente de determinacion (ajustada) = 99.9553 %

Error estandar = 0.000787271

Valor medio de residuales = 0.000568

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 1.47836 (P=0.0843)

Conforme a estos resultados, se puede decir que la variabilidad en la
respuesta esta explicada a los cambios en la concentracion de selenio en un
99.95%. El error estandar del estimado muestra la desviacion estandar de los
residuales que es de 0.000787271. El valor medio de los residuales es de
0.000568. La prueba de Durbin-Watson de los residuales es 1.47936, con un
P-value 0.0843, por lo tanto, no existe autocorrelaciéon en los residuales

obtenidos el la linealidad del sistema de levadura.
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Grafico 21. Curva de regresion de la respuesta observada y el prondstico de ia
respuesta del sistema de levadura.
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Grafico 22 . Grafico de la probabilidad normal del sistema de levadura.
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Anexo 6. Analisis estadistico de la linealidad del sistema de fluido

ruminal.

Tabla 36. Analisis de variancia de la linealidad del sistema de fluido ruminal.

Parametro SS al MC F P-Value
Concentracion 0.21941 1 0.21941 12910.14  0.0000
Residual 0.000220937 13 0.0000169952

Total 0.219631 14

Coeficiente de determinacion = 99.8994 %

Coeficiente de determinacion (ajustada) = 99.8917 %

Error estandar = 0.00412252

Valor medio de resuduales = 0.00288178

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 2.49571 (P=0.0932)

Un 99.89% explica la variabilidad de la respuesta obtenida en la linealidad
del sistema de fluido ruminal conforme cambia la concentracidn de selenio. El
error estandar del estimado muestra la desviacion estandar de los residuales
que es de 0.00412252. E! valor medio de los residuales es de 0.00288178.
Por ofro lado, la prueba de Durbin-Watson de los residuales es de 2.49571,
con un P-value 0.0932, por lo tanto, no existe una seria autocorrelaciéon en

los residuales.
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Grafico 23 . Curva de regresion de la respuesta observada y el prondstico de ia
respuesta dei sistema de fluido ruminal.

0'5 :_1 T T T T l_—

© » E
® 04r ]
< L 3
2 s ]
03k 3

8 - 3
g - ]
o 02F 3
3 o 4
Q. - B
3 C b
o 01 - ]
0 —_L 1 1. i . BN j_-.

0 0.1 0.2 03 0.4 0.5

Prondstico de la respuesta

Grafico 24 . Grafico de la probabilidad normal del sistema de fluido ruminal.
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Anexo 7. Analisis estadistico de la linealidad del método de selenito.

Tabla 37. Analisis de variancia de la linealidad de! método de selenito.

Parametro SS gl MC F P-Value
Adicionado 14504.3 1 14504.3 228935.30  0.0000
Residual 0.443488 7 0.0633554

Total 14504.7 8

Coeficiente de determinacion = 99.9969 %

Coeficiente de determinacion (ajustada) = 99.9965 %
Error estandar = 0.251705

Valor medio de residuales = 0.192119

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 1.4667 (P=0.0903)

De acuerdo a los resuitados anteriores, existe evidencia estadistica de que ia
variabilidad en la cantidad recuperada en la linealidad del método de selenito
esta explicada en un 99.99%. El error estandar del estimado muestra la
desviacion estandar de los residuales que, en este caso es de 0.251705. El
valor medio de los residuales es de 0.192119. Por otro lado, la prueba de
Durbin-Watson de los residuales es de 1.4667, con un P-value 0.0903, por lo

tanto, no existe una seria autocorrelacion en los residuales.
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Grafico 25 . Curva de regresion de la respuesta observada y el prondstico de ta
respuesta de la linealidad del método de selenito de sodio.
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Grafico 26 . Grafico de la probabilidad normal de la linealidad del método de
selenito de sodio.
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Anexo 8. Analisis estadistico de la linealidad del método de levadura.

Tabla 38. Andlisis de variancia de la linealidad del método de levadura.

Parametro SS gl MC F P-Value
Conc. Adic. 154.027 1 154.027 2299.45 0.0000
Residual 0.468889 7 0.0669841

Total 154.496 8

Coeficiente de determinacién = 99.6965 %

Coeficiente de determinacion (ajustada) = 99.6531 %

Error estandar. = 0.258813

Valor medio de residuales = 0.202469

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 2.35782 (P=0.1513)

Los resultados obtenidos en la linealidad del método de levadura indican que
un 99.69% explica la variabilidad de la respuesta conforme a la cantidad
adicionada de selenio. El error estandar del estimado muestra la desviacion
estandar de los residuales de 0.258813. El valor medio de los residuales es
de 0.202469. No obstante, la prueba de Durbin-Watson de los residuales es
de 2.35725, con un P-value del 0.1513, por lo tanto, no existe una seria

autocorrelacion en los residuales de la linealidad.
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Grafico 27 . Curva de regresion de la respuesta observada y el prondstico de ia
respuesta de la linealidad del método de levadura.
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Grafico 28 . Grafico de fa probabilidad normal de la linealidad del método de

levadura.
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Anexo 9. Analisis estadistico de la linealidad del método de fluido

ruminal.

Tabla 39. Analisis de variancia de la linealidad del método de fluido ruminal.

Parametro 88 gl MC F P-Value
Conc. Adic. 610.243 1 610.243 32998.87 0.0000
Residual 0.12945 7 0.0184929

Total 610.373 8

Coeficiente de determinacién = 98.9788 %

Coeficiente de determinacion (ajustada) = 99.9758 %
Error estandar = 0.135988

Valor medio de residuales = 0.107778

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 2.4832 (P=0.1057)

Finalmente en la linealidad del método de fluido ruminal, la variabilidad en la
concentracion recuperada esta explicada en un 99.97%. El error estandar del
estimado muestra la desviacion estandar de los residuales de 0.135988. El
valor medio de los residuales es de 0.107778. No obstante, la prueba de
Durbin-Watson de los residuales es de 2.4832, con un P-value del 0.1513,
demostrando que no existe una autocorrelacion en los residuales de la
linealidad.

98




Anexos

Grafico 29 . Curva de regresion de la respuesta observada y el pronostico de la

respuesta de la linealidad del método de fluido ruminal.
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Gréfico 30 . Grafico de la probabilidad normal de |a linealidad del método de

fluido ruminal.
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Anexo 10. Analisis estadistico de la reproducibilidad del método de

selenito de sodio.

Tabla 40. Andlisis de variancia de la reproducibilidad del método de selenito de
sodio.

Parametro SS gl MC F P-Value
Modelo 2.64116 3 0.880386 3.04 0.0927
Residual 2.31687 8 0.289608

Total 4.95803 11

Tabla 41. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de selenito de
sodio. (Analista anidado en el dia).

Parametro SS gl MC F P-Value
analista 1.03841 1 1.03841 1.30 0.3730
dia(analista) 1.60275 2 0.801375 277 0.1221
Residual 2.31687 8 0.289608

Total 4.95803 1

--Tabla 42. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de selenito de
sodio. (Dia anidado en el analista)

Parametro SS gl MC F P-Value
analista(dia) 2.44608 .2 1.22304 4.22 0.0560
dia ' 0.195075 1 0.195075 0.16 0.7282
Residuat - 2.31687 8 . 0.289608

" Total 495803 11 .

Error estandar = 0.5382
Valor medio de residuales = 0.3483
Prueba estadistica de Durbin-Watson = 3.078 (P=0.002)
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Tabla 43. Tabla de comparacion mditiple del porcentaje de recuperacion de selenito
de sodio por analista con diferencia minima significativa al 95%.

Método: 95.0 % LSD
ANALISTA Cantidad LS Promedio LS Desv. Estandar Grupos homogéneos

1 6 98.6983 0.365462 X
2 6 99.2867 0.365462 X
Contraste Diferencia 7+/- Limites
T-2 , 0.588333. 2.22379

* Diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 44. Tabla de comparacion multiple del porcentaje de recuperacion de selenito
de sodio por dia con diferencia minima significativa al 95%.

Método: 95.0 % LSD
DIA Cantidad LS Promedio LS Desv. Estandar  Grupos homogéneos

2 6 98.8650 0.451487 X
1 6 99.1200 0.451487 X
Contraste Diferencia +/- Limites

1-2 -0.255 2.7473

* Diferencia estadisticamente significativa.

En la reproducibilidad del método de selenito de sodio se analizaron los
valores de P en el factor dia y en el factor analista, observandose que son
mayores a 0.05 (tabla 41 y 42, pag 100), con un nivel de confianza del 95%,
indicando que no existe diferencia estadisticamente significativa y que por lo
tanto, el método es reproducible. El error estandar del estimado muestra Ia
desviacion estandar de los residuales de 0.5382 con un valor medio de
0.3483.
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Por otro lado, las tablas 43 y 44 (pag 101) muestran la homogeneidad de
grupos de la reproducibilidad del método de selenito de sodio por dia y
analista, respectivamente; con esto se tiene la evidencia que el método es

reproducible no habiendo diferencia significativa entre el factor dia y el factor

analista.
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Anexo 11. Anélisis estadistico de la reproducibilidad del método de

levadura.

Tabla 45. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de levadura.

Parametro S8 gl MC F P-Value
Modelo 9.4214 3 3.14047 1.80 0.2245
Residual 13.9345 8 1.74181

Total 23.3559 11

_Tabla 46. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de levadura

(analista anidado en el dia).

Parametro SS gl MC F P-Value
analista 6.10613 1 6.10613 3.68 0.1949
dia(analista) 3.31527 2 1.65763 0.95 0.4258
Residual 13.9345 8 1.74181

Total 23.3559 11

Tabla 47. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de levadura (dia

anidado en el analista).

Parametro SS gl MC F P-Value
analista(dia) 7.76377 2 3.88188 2.23 0.1701

dia 1.65763 1 1.65763 0.43 0.5805
Residual 13.9345 8 1.74181

Total 23.3559 11

Error estandar = 1.31978
Valor medio de residuales = 0.907222

Prueba estadistica de Durbin-Watson = 2.29886 (P=0.0416)
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Tabla 48. Tabla de comparacion muiltiple del porcentaje de recuperacion de
levadura por analista con diferencia minima significativa al 95%.

Método: 95.0 % LSD
ANALISTA Cantidad LS Promedio LS Desv. Estandar  Grupos homogéneos

1 6 98.7433 0.525616 X
2 6 100.1700 0.525616 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 -1.42667 3.19831

* Diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 49. Tabla de comparacién multiple del porcentaje de recuperacion de
levadura por dia con diferencia minima significativa al 95%.

Método: 95.0 % LSD o
DIA Cantidad LS Promedic LS Desv. Estandar  Grupos homogéneos

1 6 99.0850 0.804351 X
2 6 99.8283 0.804351 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 -0.743333 4.8944

* Diferencia estadisticamente significativa.

.. Los valores de P de las tablas 46 y 47 (pag 103) son mayores a 0.05, con un
nivel de confianza del 95%, por lo que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el factor dia y el factor analista. Ei error estandar del
estimado es de 1.31978 con un valor medio de 0.907222. Finalmente, la
prueba de Durbin-Watson es de 2.29886, con un P-value del 0.0416,
demostrando que no existe una seria autocorrelacién en la reproducibilidad

del método.
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Por otro lado, las tablas 48 y 49 (pag 104), muestran que los grupos son
homogeéneos en la reproducibilidad del método de levadura, y por lo tanto, no

existe diferencia estadisticamente significativa entre el factor dia y en el

factor analista.
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Anexo 12. Analisis estadistico de la reproducibilidad del método de

fluido ruminal.

Tabla 50. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de fluido ruminal.

Parametro SS gl MC F P-Value
Modelo 4.0295 3 1.34317 0.21 0.8871
Residual 51.3069 8 6.41336

Total 55.3364 11

Tabla 51. Analisis de variancia de la reproducibilidad del método de fluido ruminal
(analista anidado en el dia)

Parametro SS gl MC F P-Value
analista 1.36013 1 1.36013 1.02 0.4190
dia(analista) 2.66937 2 1.33468 0.21 0.8164
Residual 51.3069 8 6.41336 :

Total 553364 11

Tabla 52. Andlisis de variancia de la reproducibilidad del método de fluido ruminal
(dia anidado en el analista)

Parametro SS gl MC F P-Value
analista(dia) 2.90097 2 1.45048 0.23 0.8025
dia 1.12853 1 1.12853 0.78 0.4708
Residual 51.3069 .8 6.41336

Total 55.3364 11

Error estandar = 2.53246
Valor medio de residuales = 1.85778
Prueba estadistica de Durbin-Watson = 1.97214 (P=0.1233)
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Tabla 53. Tabla de comparacién muiltiple de! porcentaje de recuperacion de fivido
ruminal por analista con diferencia minima significativa al 95%.

Método: 95.0 % LSD
ANALISTA Cantidad LS Promedio LS Desv. Estandar Grupos homogéneos

1 6 94.0617 0.471643 X
6 94.735 0.471643 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 0.673333 2.8699

* Diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 54. Tabla de comparacion mdltiple del porcentaje de recuperacién de fluido
ruminal por dia con diferencia minima significativa al 95%.

Metodo: 95.0 % LSD
DIA Cantidad LS Promedio LS Desv. Estandar Grupos homogéneos

2 6 94.0917 0.491678 X
1 6 94.705 0.491678 X
Contraste Diferencia +/- Limites

1-2 -0.613333 2.9918

* Diferencia estadisticamente significativa.

En las tablas 51y 52 (pag 106), se puede observar que los valores de P son
mayores a 0.05, con un nivel de confianza del 95%, por lo tanto, no existe
diferencia estadisticamente significativa entre el factor dia y el factor analista
en el metodo de fluido ruminal. El error estandar del estimado es de 2.53246
con un valor medio de 1.85778. Finalmente, la prueba de Durbin-Watson es
de 1.97214, con un P-value de 0.1236. Por lo tanto, no existe una seria

autocorrelacion en los datos.
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En base a los resultados obtenidos en las tablas 53 y 54 (pag 107), los
grupos son homogéneos y por lo tanto, no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el factor dia y entre ei factor analista. Concluyendo que el

método de fluido ruminal es reproducible y repetible entre dia y analista.
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Anexo 13. Certificado de analisis del Estandar de Seiehio Cientific

Company.

Standar Selenium Powder

Cientific Company

Certificate of Analysis

-~ Selenium
Lot: # 783273

Purity 99.58%
Residue on Ignition 0.10%
Nitrogen (N) 0.004%
Sulfur (S) 0.00%
Heavy Metals (Pb) 0.02%
Iron (Fe) 0.01%
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Anexo 14. Certificado de Analisis del Estandar de Selenio High Purity.
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