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Erika Varela Herndndez Resumen

RESUMEN

B Sekenic es esencial para dagunas funciones coiporales, tales como el
crecimiento, la reproduccion, la prevencidn de enfermedades y la proteccién de ko
integridad de los tefidos. Ademds de que es una parte esencial de ko enzima peroxidas de
agiutation {GSH-Px): la cudl protege ks membranas celidares vy subceldares contra los
dcios por oxidacion.

Por ko tanto la deficiencia de Selenio acarrea problemas de crecimiento reducido
y distrofia muscukaxr de cargeter nufricional {conocdida como enfermedad del misculo
bkanco), ademks de una bajo tasa de reproduccidn en animales adultos.,

Debido a la importancia de dicho preblema en el ganado. En este frabajo se
decidid trabajar con dos muestras, el kiquido rumind ¥ la masa bacteriana ruminat: las
cuales nos permitiian cuantificar ko canfidod de selenio orgdnico e inorgdnico que se
presentan en ellas por medio de una técnica analifica lamado efectroforesis capiar.

Para fograr este obiefivo se fuvieron que obtener kas muestras de los animales y
posteriommente se prosiguid a encenfrar un pretratamiento adecuvodo que permitiera
andiizar kas muestras por medio de ko fécnica anles mencionada vy asi lograr ke
cuantificacidn de los selenc compuestos presentes.

H cndliss de los muestrias, por electroforesis caplar. se levo a cabo bap ks
condiciones de! método planteado en el frabgjo previo de la referencia 1. Debido a que
ks condiciones del método utizado ya estaban preestablecidas se ¥evo a cabo la
vakdocion de este para garantizar la confiabiidad de los resultados obtenidos en este
trabgjo.
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1.- INTRODUCCION

B Selenio esta ubicado como uno de los micro-nuttientes esenciales para los
animales y tos humanos segun estudios bioquirmicos.

Ademds el Selenio es un elemento que se encuentra en forma constante, pero en
pequeias cantidades en los tejidos animales, formando parte de sistemnas enamdaticos
muy importantes, kogrando que sea un elemento indispensables para el funcionamiento
nomal de mdscutos, corazdn, higado, rikones, pancreas y quizds ofros drganos. it

Este elermento también forma parfe de varics procesos metabdlicos y que son
indspensables para e desairolio nommal del cerebro, ademds, es parte importante para
prevenir ka enfermedad del misculo blanco {distrofia muscular nutriciondl], aue provoca
la muerte en rumiantes, tiene influencia sobre el aspecto reproductive y resistencia a
enfermedades provocodas por el esirés.

En los rumiantes, baio condiciones de pastoreo. es indspensable e suminktro de
Selenio, cuando éste es deficiente, ya que se mejora ka produccién de calostro y leche,
reduciéndose los problemas reproductivos y sanitarios, principaimente.i

B Sedenio es un elemento traza esencial para los humanos y los animales, ya que es
incorporado dentro de ko molécula de ko enama ghutation peroxidasa, la cual, es vitad
para proteger a los gidbulos rojos ¥y membrancs celiares contra las reacciones
indeseables con perdxidos solubles que se acumulon en los tepdos. También se sabe que
disminuye la incidencia de metritis® del ganadce ¥y mejora ka respuesta inmune a ovejos.

Las tieras deficienies de Selenio, los précticas modemas de ferfiizacion y ka
exponsién de las fuvias Geidas han reducido ka cantidad de Selenio en los alimendos. Por
elo es necesanio hacer uso de suplementcs minerales gue cubran los requerimientos de
tos animates para un mantenimiento y produccién animal adecuodos.

*metrills: nBiomociin de o maiz.
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Por lo anterior se hace necesano, el desarolo de bolos de Selenic como un
compiemento aimenticio, que permita mejorar kos niveles de este mineral en animales,
que presenten deficiencia del msmo. Para coroborar que dicho complemento
alimenticio esta cumpliendo con su objefivo es indspensable desarolior una técnica
andiitica que permita cuantificar ko canfidad de Selenio tanto orgdrico como norg&mco
presente en el rumen del animal.i4

Para lograr ko antferior se han ulizodo diferentes iécnicas de separacion, Ufdes
porqloscurpueﬂmdeSder&o;mlmtédicmpaCmnfogcﬁcdqujdosdeAﬂa
Resolucidon enfre ks que se encuentran: Cromatografia de Cambio de Aniones,
Cromatografia por Cambio de Cationes, Cromatografia Fase Inversa, Cromatografia de
Pares l6nicos. Aunque recienfemente se han utiizado dlgunas técnicas nuevas pot
Bectroforess Capéar, como la utiizada en este trabajo.

La t&cnica de Bectroforesis Capiar se ha oplicado ya en lo especiccion ¥ en ko
cuanfificacion de compuestos ofgdnicos e norgdnices de varios elemenios como
Arsénico, Estafto. Cromo, entre otros, ademdas del Selenio, tanto en agua, tera,
suptementos aimenficios y muesiras biotdgicas.

Ademds, existen frabajos previos en los que se reportan métodos de separacién de
compuestos de Selenic mediante Bectroforesis Capiiar por diferentes autores come Gilon,
Zheng, CcrsiotyHogege:wnq:econirmesdedeiecdénmuycrtosoconﬁen'posde
andfisis muy kargos.U7

La ventdia de esta técnica con respecto a otras como las de HPLC, reside en e
coﬁoﬁempodeandisis,k:speq:eﬁusocmﬁdadesdemues’ncsq;eseutﬁa.bdm
eficiencia de o separacidn, ademds de la disponibiidad de equipos automatizados
comerciates y Jos bajos costos en consumibles.

En este trabaio se empelo un método desaroliado en e laboratorio de desarrollo
de méitodos anoiificos (2004) que permite el andfisis de cualro compuestos de Selenio:
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Seleno cisting, Seleno metioning, Selenato [Se04) y Selenito (5e0a) bajo un tiempo de
andlss corfo (3 min} y imites de deteccion mds baios que los gue proponen ios autores ya
antes mencionados. |t

Cuando se liene interés de medr un componente en una muestra, es necesaric
contar con un método andlifico para lograro. Una vez desarrolada ka metodologia es
necesario que esfe cumpla con clerfos pardmetros de calidad. Esto se logra con Ia
vdidacién det método: dicha vaidacion proporciona a guien aplica ki metodologia, ka
seguidad de que al ulifzar dicho método va obtener resuttados confiables.

La Valdacidén de métodos andiiticos se define como el proceso por el cudl quede
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para ks aplicaciones analificas deseodas ¥ pava ko gue fue dsefado. En kas
guias de Yakdacidn se encuentran establecidos kos parémetros que deben de cubrr los
métodos desarrobados dependiendo de o muestra vy del equipo utizado para su
evaluacion.d

En el presenie frabaje se evaiud ko eficacic del método desarotiodo por
Bectoforess Copilar para determinar Seleno Cistina, Seleno Metioning, Selenato {SeOd) vy
Selenito [Se0s); en muesiras biokdgicas como es el Liquido Rumindl, la Masa Bacieriana
fuminal y por Oiimo se realizo ka Vafidacion del métode a fin de asegurar la-confiabiidad

del mismo.
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1.1.-Generaiidades de ia Beciroforesis Caplar.

La Bectroforesis Capilar es una técnica analitica que ha ide evclucionondo vy
mejorando en las ullimas fres décadas. En ko actuabdad se cuenta con equipos
automalzados que pueden reaizar diferentes modalidades o tipos de Hechoforesis
Capilar siendo ka mas simple de ellas ia denominade Bectroforesis Capilar de Zona [ECZ) o
en ocasiones bamada Blectroforesis Capilar de Alta Resolucion [ECAR o HPCE}. 1'.14]

En esta técnica ko separacion depende de las diferendias enire las propiedades
elécticas de bos anditos al estar en un medio conductor de electricidad y bajo la
influencia de un compo eléctico.

La efectroforess capilar consiste en infroducit en un capiar una mezcdla de
especies cargadas o neutras, que se separan en funcidén ya sea de su carga o de su
movilidad i6nica, en e medio en el que se encueniren, bajo ko Influencia de un campo
eléctrico.'2

£n la Agura 1, se muestra como es la migracion de caticnes. aniones y mokécutas
neuiras en el interior del capiar boio ka aecidn del campo eiécitico.

Figura 1. Migracién de fones y reacciones asociadas a la separacién Electroforetica.!'”
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Ademdas de ko Migracion de iones en el interior del capdar es importante mencionar
cuales son kas partes de kas que consiste basicamente el equipe de Bectroforesis Copillar,
como se muestra en ka Fgura 2.

- Bectrodos [Gnodo y cdtodo)

- Capiar {compartimento de ki separacién, cominmente de sfice fundida con
recubrimiento de poliimida)

- Fuente de poder

- Depositc de buffer o elecirolitc de soporte

- Sitema de enfriamiento capilar

- Sktema de inyeccion

- Detector

-  Computadora

Figura 2. Partes del equipo de Electroforesis Capilar.
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1.2 Fundamenio de la Técnica

Importantes moléculas de estudio en biotogia poseen gnupos lonizables como es el
caso de ks aminodacidos, péplidos, proteinas y dcidos nucleicos: dicha cualidod permite
que se fengan en disolucién en forma de especies con carga elécirica [cationes o

anicnes). '3

Dichos cationes migraran hacia el cafodof-) y ks aniones migraran hacia el
anodo{+) con una velocidad que depende del equiibric entre la fuerza impukora del
campo elécirico sobre ios iones cargados de la muestra y ks fuerzas de retardo enfre ias
mdéaﬂosqmnﬁg{myeimedociandanw,qwsonpﬁmbdeshﬂmsdefﬁodén
elechrostéticas.l1

Las separaciones electroforéficas se onginan por kas diferentes moviidades de los
andiitos. La moviidad etectroforéfica se ve afectada por ia carga, la forma y famafio del
analto asi como o viscosidkad del medio.

Lo que también puede infiuir en ko carga del anafito son las propiedades del dsolvente
{fuerza Inico, pH ¥ Ja constante dieléctrica) en el casc de mokéculas grandes influye ka
forma y tamanc hidrodindmico.

1.3 Factores que afectan ki velocidad de migracién del anclo
« Enka Muesirg, la naturaleza de los compuestos que poseen carga eléctrica afecta su
velocidad de migracién de ka siguiente forma:
> TamaRo: Cuando ks molécukas son grondes la velocidad de migracion es
menor, ya que se incrementan ks fuerzas de friccidn v electrostaficas que son
ejercidas por el medio crcundante.
> Carga: Cuando ka carga del anclifo se incrementa la velocidad de migracitn
también aumenta; cabe mencionas. que la magnitud de ko carga depende
del pH.
> Fomma: Las moléculas que poseen tamafos similares pero con diferentes formas
tienen disfintas coracterksticas migrotorias por los diferentes efectos de s
fuerzas de friccion y elecirostaticas. i3
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« H Medic de Soporte: el cudl es el matenal con que esta hecho el capiar ya que la
composicion especifica del medio proporciona varios efectos sobre la velocidad de
migracién de un compuesto. Por ko que ka seleccion de un medio de soporte
determinado depende del tipo de muesira que hay que analizar.
mestefrcbcﬁoseuﬁizocomomedodesopode,mcopibﬂ‘edmoonsﬁcefunddo,
ya que son quimicos, eléclicamente inertes, flexibles y economicos. 1214

« Bectrodsmoss: este es e resultado de una corga relativa que se produce enire kas
mokécukas del agua del buffer y de ka superficie del medio de soporte; ya que cuando
el iubo copar de separacién es lenado con e electrolito, se forma una doble capa
en ko pared infema de la superficie del capiar, debido a tos grupos ionizables del
materid de ko pared o a los iones adsorbidos sobre ta pared del-copilar.

e Adsorcién: esta puede también disminuir ka velocidad de migrocion. ya que es la
retencidn de moléculas de ka muestra en €l medio de soporte.

« Bectrofifo Soporte: este es el buifer o e sstema amortiguador que se utdiza. H butfer
determina y estabiliza el pH del medio de soporte, lo cual afecta la velocidad de
migracion de los compuestos.

s Concenfracion: Con forme aumente ka fuerza iGnica del buffer. ka proporcion de
comiente conducida por este, también crece por o que ka conduccion de comente
en la muestra disminuye, reduciendo ki velocidad de migracion.

. pH:EIpHencanpuestosmgénk:osdetermhobmogfﬁuddelabﬁzcdéndelos
Geidos orgdnicos, por lo que aumenta con el pH, mientras que para kas baoses
orgériccspcsalooonfraioporloquelavelocidcddemigociéndependedelpH.&
el caso de los aminodcidos como en este casos producen ambos efectos debido o
sus propiedades basicas y dcidas.
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+ Seleccién del buffer: Debido a bsen.%bidodquepresenioeﬂlﬁoe&echoosméﬁcoal
pH. se requiere el uso de un buffer que pueda mantener un pH constante; por b que
es importante que este elecirolifo de soporte, ullizodo en lo Bectroforesis Capitor
cumpda con kas siguientes caracteristicas:

4 Que tenga buena capacidad de amortiguamiento en el rango seleccionado.
< Baoja movilidad, para minimizar ia generacitn de commiente.
< Que posea baja absorbancia a la longitud de onda de deteccidn.

+ Intensidad de Comiente: La velocidad de migracion es proporcional a la intemsidad de
comente, debido a que entre los electrodos ka comiente en la disolucidn es conducida
compietamente por los iones del buffer y de la muestra.

+ Voltoje: Este es el que regula ta comiente, por lo que la velocidod de migracion es
proporcional a la diferencia de potencia existente en el medio de soporte. Los voltajes
attos se uliizon, pora ka separocion de compuestos de bajo peso molecukar. Con
determinadas condiciones de voitaje. todos lo anclitos son framsportados hacia el
cétodo por nfluencia det flujo eleciroosmético, pere la rapidez con ka cual migran bas
mactécukas depende de su carga.

* Resistencia: La vedocidad de migrocion es inversamente proporciona a ka resistencia,
estd depende el fipo, el tamafio def medic de soporte y de ka fuerza iGnica del bdfer.
La resistencia aumenta con ka longitud del medic de soporte v disminuye con ko
anchura ¥ con el aumento de concentracidn iGnica del bifer 1218
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1.4 PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA
*  1.4.7 MOVIUDAD ELECTROFORETICA

La separacion slechoforética  esta basada en ks diferencias de velocidod de fos
analitos en presencia de un campo eléchico.

Cuande ningln flujo electroosmético esta presente. ko velocidad de un anailito esta
dada por ka siguiente ecuacion:

v=puxk

Donde: v = ka velocidad dei analito
U = ja movikdad electroforética
E = campo elécirico

& campo eféctrico es una stmple funcidn de lo aplicacion del voltaie vy la longitud
del copilar [vottiosfcm). La moviidad electrofaréica depende de ka especie idnica,
tamano, carga, tempersatura, naturaleza y concentracion del analito. 1214

Para explicar la movidad de los onalitos se explica con la siguiente ecuacidn:

()

Donde: p = Moviidad electroforética del anolito
q = carga del anafite
n = viscosidad de ko solucidn.
I = radko molecukar
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En la Bectroforess Capilar es fundamental conocer ¥ en ocasiones manipuar el
Fujo Blectroosmdtico {FEQ); este flujo se origina por ka presencia del campo elécirico en
una solucion idnica cuando esta entra en contacto con una superficie sélida cargada. En
este caso en un copilar de siice fundida, k interfase se pone en contacto con ko solucidn
que contiene el electrolito de soporte, ka superficie del séiido esta con carga negativa
debido a la onracién del grupo standd a pH mayores de 5 y conjuntamente con sus
contraiones forman una doble capa eléctrica {figura 3).02

Figara 3. Pared del capilar con la disociacién de los grupos silanol.’

Dichos iones presentes en el sistema {induyendo a los contraiones de kes grupos
sianol HY) bao ko influencia del voltaje aplicado son despkazados hacia el catedo o
anodo de acuerdo a su corga y arastrando solvente con ellos dada su solvatocion. 4

12
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B Fujo Bectroosmdtico se explica mejor en la Figura 4:

Figlra 4 Flu;o Elech'oosmbnco en condiciones jones normales.

B FEO puede provocar el movimiento a todas los especies, prescindiendoc de ko
carga, en ko misma direccién. Baio condicicnes nomales cuandoe la supeificte del capilar
esta cargada negativamente, el fluio va del dnodoc al catedo.

Cabe sefciar que el FEO puede modificar ka migracion de fos iones, pof lo que los
cationes son impulsados por e FEO a mayor velocidad, mientras que si la especie se
mueve en contra del FEQ su velocidad disminuye. Cabe sefialar que una especie no
cargoda se moveré a la velocidad del fiujo Beciroosmaético (Rgura 5).

Los cationes migian mds rapidamente hacia el catode porgue e FEO va en la
misma direccidn, mientras los neufros son acareados a la velocidad del FEC pero no
logran ser separados, mientras gue los oniones migran mas lento ya que efos son atraidos
hacia el @node pero son acareados por el FEC hacia el catodo.l12.4

13
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Anioncs lentos ] +
Aniones ripidos N> + < =
Moléculas neatras ~+ o - ]

Migracion aparante de cationes, aniones y moléculas neutras en el
interior de un capilar bajo la accién de un campo eléctrico.

.. . -8
Cationes wmmmdp+ ) - =l
S —)
==

Figura 5. Migracién de cationes, aniones y moléculas neutras en el interior del capilar bajo la
influencia del FEO

H FEO puede ser atterado por kos siguientes factores:

o Lo modificacién quimica de ko pared capilar, como unc altemativa para limitar ka
adsorcion del anaiito.

o B djuste dei pH del electrolito soporte o bufer.

o Conceniracion del bifer.

o Adicién de surfactantes

¢ Lo adicién de sotventes orgdnicos, los cuales provocan la disminucion de la
velocidad FEO.

o La odicidn de selectores quirdes.!'2
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1.4.2 MOVILIDAD APARENTE Y TIEMPO DE MIGRACION

Selelamcﬁempodenignck&ndﬁempoquereqtjefeelcncﬁtopaoﬂegord
punto de deteccién. B tiempo de migracion esta dado por el cociente de ko distancia y ka
velocidad de migracion.

Con ka siguiente ecuacion; el tiempo de migracion, asi como ofros pardmettos
experimentales pueden ser utiizados para calcular la movikidad aparente del anaiito.

w(e)(5)

Donde: Ho= He + Lo
V= voitaje aphcado
1= jongitud efectiva det capéior (ol detector)
L= Longitud total del capiior
1= tiempo de migracion
E= campo Béchico

Cua’rdoeﬂoptesenteelFEOhmowidadmeddoseleconoceomnomovﬁjod
aparente, pa

La movidad efectiva . €5 ka movildad del andlito y es independiente de las
condiciones experimentales, esta se puede medir a partir de la movikdad aparente.

La longitud efectiva es ka distancia entre el punto de infyeccion y e punto de
deteccién, esto para deteccicnes espectrofotomeétricas sobre el capdar; esta longitud es
por ko regular de 5 a 10 cm menes a ia longitud tofal. ta
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l.LJFadaesqueafedanlureprodudbidaddelﬂempodeMigudén

. Carrtiosenbtempermuaeﬂopuedeaigracambbsenbviscoﬁdodyelﬁo.

. Adsorciéna105p01edesdelcq3iuelefedoq:eorigincsoncanbiosenelFEO,
cousados por € bifer, adifivos o adsorcidn de ta muestra.

. Cambiosenbcomposicbndelb(ﬂer,iocudorigm.ccnbiosdepHdebidoab
electrélisis, evaporocion del bufer, cambics de comente o voligie.

L] Difaenteccugﬂdebsgbposﬁurd,bajdlescmmdopuelacaﬂdornﬂenfo
delcapﬂc:,empleondombaioouﬂopk!delbﬂ?er,a-ig‘nmﬁoosiunFEO
inestabile.

L] quriveidebiﬁereneivﬁ.pmvocoﬂ\jolan-ﬁWnorepmcwcble.

« variacicnes del Yoltaie origina cambios proporciondles en el fiempo de
migracién. 'z

l.&Amdomspaann,brwhreproducﬂzﬁdudddnenpodeWn.

« Termomeguladores Copiares

« Recubr el capiar permnenternenieochémicmnente
« Usar viales de separacion para colectar las schuciones
-Lavap;imoelcopicrcme!bﬁferdesepaocbn.

« Evitar las diferencias de os pH's.

« Deiar tiempo suficiente de equiibrio.

« Medi el FEC y normalizar st es necesario.

« Mantener el mismo nivel de iquido en el vial.

« Ulitizar un esténdar intemo (13

1.5 Separacién de anfones

La separacion deankmessepuedeﬁeva'pormediodedos&drmegbs: 1} a pH bajo
con voltajes negativos a fin de tener o anodo det lado del detector o 2) empleando un
pH akcdlino y modificondo el sentido del fijo elelctroosmeotico con la adicidn de un

surfactante catiénico.
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En&sfecososeuﬁmébﬂechoforesichpiadeZonacmluodldﬁndeun
surfactante cationico, en este caso CTAB (Bromuwro de Cetifimetiomonio), ayudando asi
'qbsepmodénde'espedesenwfamamiédcoeandc&noyvdkjenegomo.

Los surfactantes se presentan como mondmercs a bajas concentraciones; pof o
regjaksnﬂcehssefamonwudmenteendsobdawsmscucndob
concentracién de una especie idnica que liene una colo de hidrocarburo de cadena
karga. se oumenta hasfa su concentracion micelar crifica [CMC). Por ko que es necesano
merdauq:eeneﬂetrdniobconcenﬁcdéndenﬁactonieempleadcesmenorcla
Concentracidon Micekx Critica para evitar ka formacion de micetas. 11218

Eobiemodebcddéndemaﬂodcmiecuﬁonicoubojcsconcenﬂccbneses
que permite disminuir o bien revertir e sentido del fiujo Bectroosmbtico; noimaimente este
ﬂq’osemuevedesdee%énododcéﬁodoydnmmeniodecddonarelmfodcnteelﬂujo
electroosmédtico ahora se diige de citodo a énodo.

Para revatielfh.q’oﬂechoosrnétk:osenecesﬂoquehcagodela paied sea
podﬁo.pubquepombgmosereqjefeodidmwbcnntbodcdecucdodel
surfactante catfionico, que es sempre menor a su CMC.

Al adicionar el surfactante cdtionico a pH alcalno, este interacciona con las
cargas negafivas de los grupos skanol ¥y d fener un cierfo exceso, nteractlia consigo
mkmoyfamuudobleomcconcagagbbdpodﬁvumodﬁccrdoaibpaeddel
cq)iaybgmmdocmeloquedm}oebcﬁoom\éﬁcovicdeenbnimndiecdbnque

los aniones, (11218
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En ka Figura &, se obsefva como se invierte el flujo Bectroosmético con la adicion
del surfoctante:

Figurs 6. Flujo Electroosméiico revertido por la adicién de un surfactante
Siendo que el fiwjo electroosmotico se mueve ahora hacia & dancdo, es necesaric

aplicar un voltaie negativo para tener ol anodo del lado del detector y asi poder
detectar fa separacion de los aniones.

Bajo estas condiciones no es posible detectar anclitos’ corgados positivamente y todos
los neutros salen unto con e fiujo eleciroosmotico.

-mmwm@mmmummm




i.6-Generalidades de Voldacion.

Es imporionte para este estudio saber, que un método anaflifico se define como a
descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales y par@meiros que se
deben cumplr, para levar a cabo el ondiisis de un componente espedfico de la muestra;
que en este trabajo son kos compuestos orgdnicos e morganicos del selenio.

La validacién de métodos analficos es el proceso por el cud se demwestra. por
estudios de laboratorio, que ki capacidad del método satisface ks requkitos para e
aplicacitn anafitica deseada; es decr cumple con su proposito &

Los parametros que determinan su objefivo son los siguientes:

* Limite de Cuanfificacién: B ke Concentracién minima del analito, que
pueden ser determinadas con precisién y exactitud aceptables, bajo ks
condiciones de operacion establecidas.

« limite de Deteccidn: Conceniracion minima del analitc en una muestrg,
que puede ser detectada, pere no necesariamente -cuantificada, bgjo las
condiciones de operacion establecidas.

«  Exactitud: La exactitud de un método andiitico es ka concordancia enire
un vator obtenido experimenicimente y el valor de referencia. Se expresa
como e porciento de recobyo obtenido del andlisis de muestras a los que
se les ha adicionade cantidades conocidas de ka sustanca.

*  Precsion: En un método analitico la precision es el grado de concordancia
enfre resuttados analficos individudes cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diderentes muesfrecs de una muestra homogénea del
producto.



Erikz Varela Hemnéndez Introduccién

* Repetibiided: B la precisidon de un método anafitico expresada como ko
concordancia obtenida entre determinaciones independientes reclizadas
bato kas mismas condiciones (analista, tiempo, aparafe, kaboratorio, etc.}.

= Reproducibiidad: Es ka precision de un método analitico expresada como
la concordancic entre detemminaciones independientes reclzodas bajo
condiciones diferentes (diferentes anclistos, diferentes dias, en el mismo
laboratonic y el mismo equipo).

= Llinealdod: La ineckdad de un sistema o método analitico es ta habi#idad
de asegurar que los resultados andiiticos; los cuales pueden ser obtenidos
directamente o por medio de una hansformacién matemdatica bien
definida, son proporcionales a la concentracion de la sustancia en estudio
dentro de un intervale determinado.®

1.7 Carocteristicas ded Selenio

B Selenso fue descubierio por Berzefis y Ganh en 1817, H Selenio esta reconocido
como un metaloide mportante para fa industria, el ambiente, la toxdcologia ¥ ka biologia.
8 elemento existe en forma de compuestc orgdnico e inorgdnico en diferentes estados
de oxidacién, enfre los formas inorgdnicas esta el selenio elemental (Se), el selenato
{520} v el Selenito (Se0s); caobe mencionar que fas especies orgdnicas son
arminoacidos (Selenio meticning, Seleno cisting) v sus derivados.ii

Las sates minerales son indispensables en ko dieta de los ovinos, puesto gue ellas
intervienen en varios de sus funciones vitales ¥y en su constitucién fisica. Algunos son
tomados directamente de los akmentos que los contienen, méenras que otros deben ser
obligatoriamente supfidos bajo ka forma de polvos o bloques minerales. i
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B selenic es un elemento esencikadl o nivel de trazos, odemds de que es un
elemento el cudl dependiendo de su concentracion vy forma quimica, puede ser un
elemento esencial o un agente t&dco podercso para fa gente, e ganado aves ccudticas,
peces y ciernas bactencs: este comportamiento del selenio depende de e
concentracion, forma quimica y dsponibiidad. 149

Desde algunos ancs, se ha indicaode que o concenkacidn de Selenio en la dieta
interviene en el metabolsmoe de kos umiantes, esto ha sido observado en areas deficientes
de Selenio, por ko que la adicién de Selenio en ka dieta del animal es capaz de advertir
perdidas anuafes en ks disfintas especies domésticas.?

Las deficencikas nulriciongles de Selenic afectan de manera mporiante ko
produccién oving, scbre todo en fa etepa de desamclo de los cordercs y durante la
gestacion de las ovejas. Se ha observado que en los corderos la edad que mdas se ve
afectada por deficiencia de selenio oscila enfre los 31 y 45 dias. 719

En ko dieta de rumicntes la defidencia de selenio esta asociada con ka
degeneracion muscular ¢ debilidod. La mds prominente de estas condiciones es ka
distrofio muscukar o debdidad. Lo mds prominente de estas condiciones es o distrofia
muscukar nutricional, una enfermedad metabdica que se presenta con mayor frecuencia
en ganado ovine, pero que también se presenta en ganado bovino.

Lo distrofia muscular nuiriciona y otras enfermedades en respuesta d selenio se
encueniran difundidas en Greas donde los aimentos consumidos confienen entre 20 y 30
ppb de selenio basdndose en materic seca. Suplementos de Sefenite, Selenato vy de
proteinas ncas en Selento han sido utiizada para coregir dichas deficiencias. 119

Ademds de que ciertos problemas reproductives en bovinos y ovinos eston
relacionados con ko incompetencia muscular resuitante de la deficiencia de selenio.
Cabe mencionar gue una de kas enfermedades mas importantes en vacaos lecheras s la
placenta retenida 13
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Cabe mencional gue la adminktracion de Selenio es alfomente efective en ko
prevencion de la enfermedad cuando se suplementa a ganado joven o vacas prefiadas.

Es necesaria ka suplementacién de Selenic ya que en adgunas de los alimentos y
forgjes que crecen en cierfas areas, no confienen suficiente selenio para cubir kos
requermientos del ganado. B Sefenio organico es ka forma principal para armmales gue
consumen aimentos naturales.?

1.7.1 Metabolismo def Selenio

Bxisten diversos foctores que ndiuyen en ef meiobolismo del Selenic como son la
formas quimica del Selenio, Azulré, Arsénico, metales. microorganismos, vitamina E y la
ingesta previa de Selenio.

En e caso de kos rumiantes ios responsables de ka mdas baja absorcién de Selenio
smbsnﬁcroorgcrisn'rosmyeseenqyen‘rrmenelmven.Grcnpcﬂede!Selerioabsorbido
en la dieta es reducido a su forma insclubie por microbios del rumen; un mayor porcentaje
de la forma inorgdnica  que de la forma orgarica es converfida a estas formas insolubles.
PcrecesetquebsmicrobiosdelnmsoncopaoesdeoonveﬁiSeierioinorg@icoc
ourpueﬂosagd:ﬁcosdeSderio.uﬁcmmdemapacrwmwestosdeSeﬁerioen
proteinas bacterionas.7-'9

H Selenio es un elemento que se absorbe rdpidamente en el fracto intestinal. Su
prhcbdﬁtbdeabsadénesenheelduodenoydieén.msecbsabeendmneno
abomaso de las ovejas, ni en e estémago del cerdo. B Setenio se absorbe eficazmente ya
sea de los nutrientes que contienen Selenio natural o come Selenito inorgdnico.

En los rumiantes ka obsorcidn de selenio se efectta como Seleno Mefionna o
Seleno Cistina. Debido a que ks bacterics ruminales son capaces de metabolizar el
Setenic inorgdnico e ncorporanic a ka proteina bacteriana. Cuando el Selenio ya fue
absorbido es llevado por el plkasma donde ocure unG framsformacion quimica, previa a su
unién con proteinas plasmaticas y globuimas.
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LoperdidodeSe\‘erioseefech}cporbspm\ones, heces y ofina. La porcién que
seexaehpaccdovbdeperﬂedebnﬂadeodrrﬁ:ishodé&bsrive&esﬁaﬁaesyb
especiecuiml.chemenciofuquehvkjamedode#SelerioescEferenieencodo
tefido y esta relacionada arectamente con fa dieta. ¥

1.8 Caracteristicas de la muesira.

£n este rabgjo se utlizaron dos muesitas biokegicas el Lliquido ruminal y ia Masa
Bacteriana ruming para cuantificar kos Selenc aminogcidos ;'Jraent&& Debido a que estas
muestras son bickdgicas ¥ provienen del rumen es kgico que contengan varios
componentes, separdndose en fres, la porte de Protozoanios, la Masa Bacteriana y el
tiquido ruminal.

Por ko anterior es necesario saber que s el tumen; ya que de oqui provienen kas
muestras empleadacs en este trabaje. come ya se menciono. B estémage de un rumiante
consta de cuatto compartimientos o divisiones; a kas cudles se les conoce Como: fumen,
tetbﬂonmmnsoyobomaso.ﬂmnensecoﬂsidaceipdmerestomogo.elreﬁculoei

segundo y asi sucesivamente.

Despuésdedeﬁnicﬂnmmen,eshm’ianiehobb:desunahxdem;poﬂoque,es
necesmbscberqueelreﬁtdo—nmlenobergaumgmnconﬁdoddeboderbsy
protozoos. Esos ofganismos y sus metabolsmos, junic con o saiva y s sustancias
ingeridas, constituyen los factores mds importantes para el contenido ruminal.

Unc de los factores més variables en el contenido del rumen es la materia seca:
dicha malesia seca se encuentra aproximadamente de un 10 d 15% del contenido
runﬁnd.yeﬁodependem:chodelanatuulezodeloimentoyddﬁempoﬁcmamido
en'rrehconidcybbebidc&delorinxialotomcde}osmwwcsﬁ-m

La dersidod que presenta el ramen s de 1.022 y 1.055 aprodmadomente, aunque
esto varia dependiendo del animal y del gimento que ingiera. Por lo que los dailos de
materia seca y densidad solo son aproximados y estan sutetos a error.
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La temperatura nomnal del rumen se comsidera que va de 3% a 40° C, aunque ésta
varia dependiendo del animal, ya que € se encuentra en ayuno la temperatura aumenta.

La fermentacién activa de los aimentos tdles como el heno de clifalfa, pueden
producik temperaturas rumincies alfas como de 41°C. Ademds del alimentc ka
temperatura romina! puede variar con | ingesta de agua, la cual se encuenfra a
temperaturos mdas bajas que as del rumen; logrando asi que ko temperatura del rumen
descienda de 5a 10°C.3

B pH del umen también es un factor importante, et cuat también varia segun la
naturaleza de la dieta y del tiempo en gue se mida tras ka ingestion. Las fluctueaciones de
este en el umen reflejan Jos cambios en ks canfidades de dGcidos orgdnicos que se
acumulan en la ingesta y de ka cantidad de saliva que se produce. B valor obtenido de
pH en el umen después de ko ngesta de adimento cscia entre 4.43 y 4.5, pefo si es
considerado antes de ko ingesta de aimento vade 6250 7.3.03

Con 1o antefior podemos saber que ka composicion de rumen es compleja, y que
los soltos que podemos encondrar en el kquido ruminal son tanto de naturaleza orgdnica
como inorganica. Estos solutos se pueden originar de los séfidos o Bguidos ingeridos, de la
saliva, de Ias secreciones o pueden ser metabolitos de los microorganismos, '3

Dentrc de los solutos inorgénicos que se pueden encontrar en el Bquido uminal
tenemos al Sodic (Naj, Potasio {K). enfre ofros; mientras, que de los compuesios ongdnicos
se encuentran compuestos nifrogenados, dacidos grasos voldfiles, dcidos organicos y olros
goses ruminales, etc. En cuvanto al mds importante de los compuestos inorgdnicos que se
pueden enconfrar en el umen esta el Sedenio {Se), el cudl se cuantificara en este frobajo.

La microbiotogio del rumen es un tema cpasionante y compiejo, debido a las
grandes canfidades de organismos presentes, su diversa nafuraleza y la poblacién
cambiante que produce la dieta o del mismo animal.
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B rumen presenta un ambiente muy favorable paro el crecimiento microbiano, ya
que ef pH que osclla entre 5.5 y 7 y Ja femperatura (39-40°C) son casi &pfimos para
muchos de los sstemas erdimaticos: e cimento Bega a & de una forma mdas o Mencs
confinua ¥ ke confracciones de las paredes del estémago favorecen ko puesta en

contacto de los microorgansmos en fodo momento con dimentos recién ingeridos o
nmiados.

Las condiciones de humedad fombén son favorables para muchos
microoiganismos y los producios finales de fermentacidon. & resuttadc de todo este
ambiente favorable crece una abundante poblacién de organismos en e reficuto-rumen,
por lo que puede cornstitur el 10% del contenido rumingl #7213

Las dos principales clases de microorganismos del rumen son kas bacterias y los
protozoos, aungue también es encuentran ocasionaimente cantidades apreciables de
levadura. Por lo regular se encuentran protozoos flogelados, sobre todo en animades

Los condiciones del rumen son anaerobias o focultativas. Por o que se puede
comsiderar @ un microorganismo  tipico del rumen, debe salisfocer los siguientes
caracteristicas:

1} B organismo debe de ser capaz de vivir anaerdbiamente

2} Debeseroq)azdeproduciuntbodeprodu:tofnulqueseencuenheenel

umen.

3 Debe haber por o menos un miBdn/g de gérmenes de este tipo en el iquido

ruminal.

De las bacterias que mds se pueden enconirar en ko masa bactefiana ruminal son:
bactesias cetulolificas”, bacterios que digieren ko hemicelulosa’, bacterias amiloiticas’,
bacterias que utizan azicares, bacterias que utiizan dcidos. bacterias proteciticas’,
organismos productores de amoniaco. bacterias que producen metano, bacternas
kpoiificas, organsmos que sintelizan vitaminas.'3
WmMmbMWQ@iBM'MMMWb
copocicad bioquimica de diger I hermicekulosa. * Amioficas: Backencs que digiesen el almiddn. * Protecliices: Boctescs que
emplecn amINCACICos COMO fuente PIMANG de eneria.
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1.9.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Si se establece un pretratamiento adecuado para los muestras de Ligusdo y Maosa
Bacleriana ruminal; entonces, se podnd redizar ka cuanfificacién de ks Selenc
componentes presentes en dichas muesiras por medio de un método desamollado por
Bectroforesis Capiar.
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1.10.- JUSTIRICACION

Dada lcinportancioqtmﬁen:eelconsmmodemdodeSdeﬁo {se}. tanto para
lostxmbrescampacksminaies.esdemre%evancbierereﬂelmercho
productos que puedan suminishor este tipo de elemento esencial en los anemates.
Actudmente en ka Focultad de Estudios Supenores Cuautifkin se diefigion botos
inhmlmﬁmdespauodmhkirasdmbaovhos.capﬁnosybovﬁm;paomsemed
efecioque&dosﬁenensobtelcﬂomnnﬁndywrebdéncmmtiodsponibidod,porb
fonfo&sianmted&samlamétodosmoMquepemiion monitoreas cambios en ka
producciéndecmhoﬁddospmvocodospothsupﬂemeniadéndeSe&efio.
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2.- OBJETIVOS

2

Desaroliar una metodologia analifica por Blectroforesks Capilar, que permita separar y
cuanfificar compuestos orgénicos e inorgdricos de Selenio (Seleno Cisting, Seleno-
Metioning, Selenito y Selenato) en muestras de kquido y masa bacteriana remingl.

1.- OBJENVOS PARTICULARES

Establecer un prefratamiento adecuado para muestras de Fquido ruminal que permita
la determinacion de tos compuestos de selenio existentes en dicha muestra.

Determinar un prefratamiento adecuade para fratar las muestras de masa bacieriana
ruminal, mcbgahsepomdényamﬁﬁcodéndebsconpueﬂosdesebﬁoque
puedan estar presentes en dicha muestra.

Aplicar los parametros relacionados con una vaidacion, para determinar si el métedo

para cuantificar seleno aminodcidos, cumple con los pardmetros establecidos en ka
guiodevcﬁdc:ckfrnyespalo1mtommé1odocorﬁob+e.
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3.- MATERIAL Y METODOS

4 vasos de precipitados de 10mi
3 vasos de precipitados de 50md
I Bara Magnética

1 Espatula

3 Mofraz aforado de 50 mi

1 Micro pipeta 100- 1000 pl

1 Micro pipeta 20- 200 pl

1 Micro pipeta 5-50 u

Puntas para micro pipeta
Pseta

EQUIPC

1 Balonza andaiifica Sartorius

I Agitador magnético Cimarec

1 Equipo de Bectroforess Copiar (Beckman-Coulter PACE-MDQ)

REACTIVOS

NazB«O7 10 H2O (J.1.Baker}

NaHPO« H:O (J.T.Boker}

CTAB {bromuro de cetiirmetiamonic} (Ssgma-Aldrich)

HCl Concentrado

NaOH Granulos

Agua Desionzada

Estandares:
Selenito de Sodio {Sigma-Akdrich) Pureza 98% P.M= 172.9
Selenato de Sodio Anhidro (Sigmo-Atdrich) P.M= 188.%
Sefeno Dl-metionina Anhidro {Sigma-Aldrich) P.M= 19461
Selenc Di-cistina Anhicro [Stgmo-Aldrich) P.= 3341

Pora o preporacién de los estandares se disolvieron en oguao desionizada; cobe
mencionar que para ka disolucién  de Seleno cisting se ke agregaron goditas de HCL 0.1M
para su disohucion totd. Todos fos estandares deben guardarse en frascos dmbar ¥ deben

estar perfectamente cerados.
29
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3.1.- METODOS

Pora comenzar a frabajar, todos kos dias se debe de lavar el capilar infroduciendo
agua desionzada 3 min. con 20 psi. de presién, seguido de NaOH 0.1M por 3 min. a 20psi.
posteriommente se vuelve a enjuogar con agua desionizada 3 min. a 20 psi y para finalizar
se equilibra e copiar con buffer de kavado {el mismo con el que se realiza a separacion)
durante 8 min. a 20 psi.

|Tcrvcr el capidar v oconcidmadoJ

I

Buscar el prefratamienic adecuado
para cuantificor ks muesiras de
Liquide ¥ Masa Bacteriana ruminal.

J

Buscar cudl es el mejor medic de
disofucion y ka mejor ducidn pao
identificar y cuantificor a kas muesircs
de Liquido y Masa Bocterrana ruminal

l

ldentibcar s ias Seleno compuestos
encontrados en ks muesiras son los
deseados; para elo, se adicicna a la
muesira una concentracidn conocida
de cada uno de ks esténdares.

J

Reafizar y Evaluar Ios siguientes paramefros de
vahdacién: Lineolidad del Sstema, Precision
del Sstema, Unealkdad del Méatodo,
Reproduciiidcd, Precision del Método,
Repetibhdad, Excctitud del Método, Limite de
Cuantificacion y ge Deteccidn.

l
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J

Cuantificar kos seleno compuestos en kas
muestras de iquido y masa bocteriana ruminal;
ge muestras obtenidas de animaoles, sin ka
adminksiracién de un boio de Selenio como
compiemento alimenticio; y de animales con el
fratamientc de este bolo de Selenio.

Cabe mencionar que en este frabdjo se uliizaron muestras de kguido ruminal y
masa bacteriana ruminal kas cuales, fueron obtenidas gracias al apoye de ka Universidad
de Chapingo. En dicha Universidad, se encuentron boimegos que fueron sometidos a una
hgera crugla para implantaries una canule a la athra del estémoago, estd canua permite
obtener tas muestras utiizodas en esta tesis.

Figura 7. Imagen de animales canulados.
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3.2.- Oblencidn de ka muesira de Equido ruminal.

Se obtiene el kquido rumingl de ka siguiente forma:

1.- Como ya se menciono el ganado vacuno del cudt se obluvieron kas muestras, poseen
unas canukas.

2 - Se sujeta fuertermente al anima (bomego). al gque se le va tomar Ya muestra.

3.- Se quita la tapa de ko canuda.

4.- Se coloca un guante de piastico en kas manos.

5.-%e infroduce la mano y con un vaso se va sacando el contenido del nimen.

6.- La muestra obtersda se vacia en un recipiente.

7.- Una vez obtenida o muesira, se Beva a una cenfrifuga y se centrifuga G 15 000 rpm.
por 30 min.; este paso tiene como fin separar el contenido de protozoarios existente en la
muesira.

8.- Posteriormente ks muestras son efiquetadas ¥y guardadas en un frosco en «
congelador. ya que deben estar a baias temperaturas, para evitar su degradacion.
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3.31.- Oblencién de la muesira de masa backeriana ruminol.

De la muestra cbtenida de liquido rumingi, se obfiene la maosa bacteriana ruminal

de la siguiente forma:

I.-&hbospcrucentr‘rﬁjgusevodceliqtidorunﬁml,elctﬂsecenfrifugcd](ﬂ)orpm
durante 15 min.

2.- B sedimento fomado en el pasc 1, se vacia en oo fubo, el cudl se vuelve a
céntrifugcra 10000 ipm. por 15 min.

3.- Se recolectan todaos los sedmentos obtenidos en cada centrifugade y estos conforman
la masa bateriana rumina utlizada en este proyecio.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSKON

Para la redfizacion de este frabgjo se partid de ta referencia 1. Debido a que en
esta tess se desarcho un método por Bectioforesis Capillar para cuantificar compuestos
de Selenic en una levadura enviquecida; pors ko tanto, en este trabajo se comenzd por
probar si kas condiciones del método desarollado en dicha tess. eran Ufies para
determinar los Seleno compuestos en ko muestras bioldgicas {liquido ¥ Masa Bacteriana
ruminal).

Por ko consiguiente, para desamoiar cualquier método o redlizar cualquier andlisis,
es necesanc conocer kas mokcuias de inferés para determinar los grupos funcionales que

pudieran ayudar a la separecion de kos analitos y el pke que presentan los msmos.

A conlinuacion se presentan ks estructuras quimicas de bos andiitos de interés.

O|Nc Cera
o= Si - ONa ie -ONa
o] o]
Selenato de Scdio Sedenito de Sodio
ITHz ITIH'z Iile
CHs-Se-{CHa}> CH-CCOR HOOC-CH-CH2-5e-Se-CH-CH-COOH
Setleno Metonina Seteno Cistina

tos pKa's reporfados por Bolard 1983, Da Siva 1997, citados por Zheng. et. al. 2000,
muestran el comportamientc de los cuatro compuestos de interés en funcidn del pH.

En las siguientes escadas de pH se muestra las especies predominantes en funcidn
det pH para los compuestos de selenio inorgénice y orgdnico bajo estudic.

Selenfo Inorganico
Se (IV] Selenito
H:5e03

245 73
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Se (V1} Selenate
H$eOr 5e04

2

.3_
A4

2

S

0

i
Y

Se-cis (Seleno cisfina)
HiSeC* HiSeC HaSeC HSeC- seC-

| | 1 »oH
1.69 iB 1 8!08 d]&

Se-cist {Seleno chideina)

HiSeCi HaSeCit Hz5eCi HseCr 5eCi= pH
| |
1 i

1
B
0.84 1.2 4.04 439

v

Las anteriores escalas de pH. muesitron gue de acuerdo a los pka's reportados, fa
seporaciénpuedereoizaseapHmayorésde?].ycqueoadccompu&doﬁenema
carga y un peso molecular diferente lo cud ayudaria a la separacién.

Cabe sefiglar que el Selenato, el Selenito y ka Seleno Cistina a pH maoyores de 9.7
se comportan como aniones divatentes, y da diferencia de pesc molecular permite que
migren a diterente velocidad por o que pemmite lograr la separacion. Mientras que a estos
valores de pH la Selenio Metionina se comporta comoe un anidn monovalente por lo cud
tendrd una velodidad de migracion mds lenta a comparacion con los ofros analitcs, por o
que serd el Gitime compuesto en migrar.

Una vez establecido el posible orden de migracidon de kos analifos de interés, de
acuerdo a sU pka. €5 necesano estabiecer kxs condiciones de andlisis, para poder levar a
cabo la cuantificacion, tomando como base, los condiciones establecidas en la
referencia 1 y kas cuates son mencionadas a continuacion:
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4.1 Condiciones dei Méfodo
Capilar de 50um de didmetro infemo, 59 cm de longitud total, 48.5 cm de longitud
efectiva.

»Buffer NazB«O7 SmM, NazHPO. S5mM, CTAB 2.0 mM pH=10.5.

sinfroduccién hidrodmdamica 0.5 psi 25 segundos.

*Voltaje de separacién 25 kY con polardad invertida o negativa.

*Lavaedo del copéar cen buffer por 1 min. a 20 psi después de coda separecion.
*Temperatura del capiar de 25°C.

«Deteccidn a 210 nm.

=Solucion de estdndares mantenerse en refigeracidn y preparar ontes de infroducinias.
*Hirar el buffer de separacidn y de kavoado con acrodiscos.!

Boyo estas condiciones de andbsis se inyecio en e equipo una mezcka de los 4
estdndares que se pudieran encontrar en la muestra, para ke identificacion de codo
compuestos de setenio, ya sea oigénico e inorganico.

Por o que en la Rgura 8 se muestra ka separacion de bos 4 estandares. B quinto
pico que se cbserva es un preducto de degradacion de ka Sefeno Cistina.

e - —
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Figura 8. Electroferograma de Mezcla de Estindares Se-cis 200ppm, Se-met 200ppm, Se0;
200ppm, Se0, 0.1 ppm.
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Una vez ocbservodo et electroferograma obtenido, de ko mezcka de los 4
estGndares y pora su identificocién, en ka Tabia 1 se muestran bos tiempos de rmigracidn de
cada uno de los derivados de selemo.

Estos fiempos obtenidos penmiten ver coda compuesto de interés de forma ckara y
definida, sin que se junte un pice con cfro, dandc como resuttado un elechoferograma

dptimo para cada Setenc compuesto.

Table 1. iempo de Migracidn de los derivados de Selenic orgdnico e inorgdanico.

Derivado de Selenio Tiempo de Migracién
Se-cxtina 23 mn.
Se-metionina 4.0 min.
Se0a 2.6 min.
SeOq 2.4 min.

Posteriormente se determinc si bajo estos condiciones de andfisis era posbie
determmar ios Seleno-aminodcidos en ka muestra de Liguide ruminal; cabe mencionar,
que se vtiiza dicha muestra; debido a que, esta es kguida y mds f6cil de obtener, cdemds
es mas f&acl manejarka, aunado a que ks muesiras que se inyectan en el equipo deben
ser homogéneas y sin precipitados, para que no se tape &l capilar.
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4.2 JODO RUMIMAL

Con los experimentos siguientes se comprobd que, empleando estas condiciones
del método, es posible determinar los derivados de selenioc tanfo orgdnico como
inorganico, en las muestras de fiquido ruminak; por ko tanto, se procedié a establecer un
pretratamiento adecuado para ta inyeccidn de los muestras en el equipo de electioforesis
copiar.

Metodologia det pre-fratamiento para ka iryeccion del Liquido ruminal.

1.-Como un Inicic la muestra que fue centrifugada en el momento de su obfencién
se vuelve a centrifugar a 10 000 pm. Por 15 min.; ef sobrenadante obterido se posa @ ofro
tubo y se vuelve a cenfrifugar bajo ks msmas condiciones [este paso se repite una vez
mas). Con este paso obtenemos el Fquido rumindl, ibre de profozoarios y bacterios.

2.-Del scbrenadanfe cblenido en la Ultima centrifugacion del paso anterior se
toma 100 pi.

3.-Después se procedié a determinar cudl era ka mejor dilucidn y el mejor medio de
dsolucién para ka cuanfificacion y deleccién de los Sekeno aminodcidos bajo ks
condiciones del método propuesto. Para logrario se llevo a diferentes disotuciones con
agua desionizada y CTAB respectivamente.

B primer medic de disolucion que se probé fue el CTAB con concentracidn 1.0 mi

y se regizaron dituciones 1 en 3. 1 en 5, 1 en 4y 1 en 10, para probar cuct presentaba los
mejores resuttados.

A confiracidn se muestra ka Agura 9. en la que se presenian los resuttados
obtenidos de ias diluciones con CTAB.
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Figura 9. Electroferogramas de [a muestra de liquide ruminal con diferentes diluciones con CTAB
como medio de disolucion. (dilucién A)1en 5, B) i end,C) len 10, D) 1 en 3).

DebidocmreeJCTABnoh}eeimejormedodedsobdén;noseeligiéatepqab
cuan’rf’rx:odén,yﬂquecmaoseobsewoenelgcﬁcoanieﬁornopennﬁecpfedcrbierlbs
Seleno aminodcidos en el iquido ruminal.

Porlotcnioseuobéconoguccomomedodecisdudényiassiguiemes
condiciones: sin diucion, dducién 1 en 2, dilucion 1 en 3, dilucion 1 en 4, dilucion 1 en 10,

Como se puede ver en la Aiguwra 10, se determino que ka mejor diucion es ka de 1
en 4 y que el mejor medio de disolucion es ef agua, por ko que, pora ka cuantiicacion en
los muestras de Liquide rumind; se reclizaron baio estas condiciones partiendo de los
100w, obtenidos en el paso 2 del ya antes mencionado prefratamiento para ka inyeccion
de dicha muestra.
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Figura 10. Electroferogramas de la muestra de liquido ruminal con medio de disolucion agua y con
las siguientes diluciones (A sin dilucidn, B dilucién 1 en 3, C dilucion | en 4, D dilucidn 1 en 10).

La Rgera 11; muestra e electroferograma obtenido de la mejor diucion v el metor
mecho de disolucion; encontrado para kevar a cabo la cuanfificacién del Liquido ruminal.
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Figura 11. Electroferograma de la mejor dilucion (1 en 4) de la moestra de Liquido ruminal.

40




Erika Varela Hermnéndez Resultados ¥ Discusion

Una vez encontrada ka mejor dilucidn y medio de disolucion para Liquido ruminal,
se prosiguid a ko adicién de kos estdndares de cada Seleno aminodcidos y de los
compuestos de Selenic inorgdnico en las muestras, con el objefive de identificar coda
Seleno compuesto; esto se logro, adiciondndole ias siguientes concentraciones 20 ppm de
estdndar de Seleno Cistina, 20ppm de esténdar Seleno Metioning, 20ppm de estandar de
Se(s v lo adicion de 0.1 ppm para e SeOu.

En el Rgura 12, se aprecia que ka muestra de Liquido rumingl solo se determing ka
presencia de SeCu y kos dos Seleno aminodcidos [Selenc Metionina y Seleno Cistinal.
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Figura 12. Electroferogramas con a adicién de estAndar en la muestra de Hquido ruminal.
{(Dilucién 1 en 4 A: sola, B: + 20ppm de se-cistina, C: + 20 ppm de se-met, D: + 20 ppm de
Se(, E: + 0.1 ppm de Se0,).

Después de identificar cuales son tos seleno compuestos presentes en el fiquidc
raminal; en este frabajo también se myectaron muestros de Liquido ruminal obtenidos de
de animales que fueron sometfidos a una dieta rica en Selenio, por medic de ia
administracién de un bolo de selenio; y de dichas muestras se obtuvo el electroferograma
de la Rgura 13.
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Figura 13. Electroferograma de Liquide ruminal con dilecién (1 en 4) de una muestra obtenida
después del tratamiento con bolos de Selenio, en los rumiantes.

4.3 MAsA BACTERIANA RUAINAL

Posteriomente se determino el pretralamientc que debe de seguise para ka
imyeccion de ka muestras de Masa Bactenicna ruminal

Metodologia del Pre-tratamiento para ko nyeccidn de ka Masa Bacteriana Ruminal.

Dicho prefratamiento parte de ko recoleccién de los sedimentos obteniddos en e
poso 1 (del prefratamiento para ka inyeccion del kquido ruminal); estos secimentos nos
pemiten cbiener a lka masa bacteriana; y su pretratamiento consta de sonicar ia muestra
por 15 min. Tomar 100 4 ded ¥quide formade v levorlo a dilucién de t en 20, con agua
desionizada para después fittraro con un ocrodiscos.

B fittado antefior de o mwuesira se colecta en un vid pora inyectara
inmediatamente en el equipo.
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Por lo que en la Figura 14, se muestra el electroferograma que se obtiene de ka
Inyeccitn de ka masa bactertana ruminal, bajo kas condiciones antes mencionadas.

N TR ET T

ame n e g )

-

LY,

Absorbancia

1a “a L | s za A 13 .3 Ly LY |

Tiempo
Figura 14. Electroferograma de la dilucién T en 20 de la muestra de Masa Bacteriana ruminal.

Una vez encontroda la diucién ¥ el medio de disolucidn épfimos para o Masa
- Bactenana ruminal, se procedid a identificor kos picos que aparecian en dicha muesha:
ahadiendo una concenlracién conocida de los estandares de selenio orgdnico e
inorgdnico que se supone que debieran estar presentes en la muestra.

B electroferograma de ko Figura 15, hace mds representativa dicha identificocién;
enelcualsecbservoquechsaBoctetimommhdﬁene;xesenfeolSeO;{Seleﬁo
morganico); Sefeno Cistina y Seleno Metionina [Selenio orgénico).
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Figara 15. Electroferogramas de la muestra de masa bacteriana y la adicion de Std. (Ditucion A: 1 en
20, B: 1 en 20+ 0.1 ppm SeO,, C: 1 en 20+ 0.1 ppm 5e0y, Dx 1 en 20 + S0ppm de Se-met).

Después de ka identificacion de los Seleno compuestos en las muesiras anteriores,
se inyectaron muestras de Masa Bacteriona ruminal, pero obtenidos; de animales
sometidos a una diera rica en Selenio. con ka adminstracion de bolos infraruminales; con
el fin de determinar la cantidad de Selenc compuestos exsstentes en las muestras después
de diche fratamiento.

Por ko tonto se muesira el elechroferograma de la FAgua 16, de kas muwestras
obtenidas, después de la administracién de bolos de selenio en tos rumiantes.
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Figura 16. Bechoferograma de ko Masa Bacteriana Ruminal Diucién (1 en 20). de una
muestra obtenida después del fratamiento con bolos de selenio, en rumiantes.

4.4 Yaolidacién del Méfodo

Después de la identificacidn de los Selenc compuestos presentes en las muestras
de interés en este troboio; se evaluaron los pardmetros de validocidn del método
utiizado, debido a que no se le realizd ningin cambic ol método ptanteado en ta tess
“Caracterizacidn y Cuanfificacién de compuesios de Sefenio en una levadura
enriquecida por electroforesis Copilar™.

Cabe mencionar que los resuttodos obtenidos en ka valldacion se anafizaron con
un programa estadistico kamado Statgraphics 4.0 y con Excel, para faciitor su explicocion

Los porGmetros de validacidén Unicamente fueron determinodos con muestras de
Liguido ruminal; debido a que es mids fadl obtenerlo en cantidad suficiente, o cudl focifita

frabgjor los muestras por fripkcado o sexiuplicado segln seq & caso del parametro a
anaghlzar.
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los pardmetros analizados en esta validacién son: Llinedlidod del Sistema,
Lineckidad del Método, Precision, Reproducibiidad, Exactitud, Repetibilidad, Limite de
Cuantificacion y Limite de Deteccién.

En ka Tabla 2. se muestran los criterios de aceplocion, basados en la guia de
vaidacion; para evaluan los paradmetros que se reclizaron en este frabgjo, para ka muestra

Tabda 2. Criterios de Aceptacidn considerados pora la validacidn del mélodo utiizado en
este trabajo con ta muesira de liquido rumnal.

PARAMETROS DE VALIDACION CRITERIOS DE ACEFTACION
C.V < 2% muestras bé iCas
LINEALIDAD blolbgic
Coeficiente de commetacion {r 2 0.98)
DEL SISTEMA
Coeficiente de determinacion (12 2 0.99)
C.V £ 5% muestras biclogicas
2098, b=l, m=1
LINEALIDAD DEL % Recobro: 95 - 105% muesiras biokogicas.
METODO .Y % Recobro < 5% muesiras biokdgicas
T ca < Tiab [ 0.05, 14) (Prob.95%. gin-1)
LLC y LS.C=Prom. +/- [ Tesz * S/n}
C.V £ 5% muestras bicldgicas
F cal < F orfico (@ 0.05,1.2) {Prob 95%, gl
PRECISION Y
{anafsta , emor)
REPRODUCIBILIDAD
F cot S ¥ o [z 0.05,2.8) (Prob 95%. g1 (dia,
efror)
C.V £ 5% muestras biokdgicas
EXACTTUD ¥
Tea ST tab. (o 0.001, 5}{Prob 99%, gin-1)
REPETIBILIDAD
LI.C y L S.C=Prom. +/- [ Teex * 5/n)

Para comenzar este andlisis estadifico, se explican los pardmetros de valdocion
obtenidos para la Selenc Cistina.
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4.5 SELENC CISTINA

4.5.1 UNEALIDAD DEL SISTEMA
Como un inicio para fa vakdacion es importante redizar una curva de calibracidn
ta cudl nos pemmita determinar si nuestro sstema es inedl; es deck, s una curva de
calibracion reaizada con estandares presenta o no un comportamiento inedl.
Partiendo de una solucidn stock de 1000 ppm, se prepararon kos puntos de ka curva
de calbracidn como se muestra en ka Tabka 3.
Tabla 3. Preparacion de ka Curva de Calibracion para Seleno Cistina,

Alicuota | Aforo | Concendracién
@ | (mh {(ppm)
100 5 2
200 5 40
300 5 60
400 5 80
500 5 100

Una vez preparada fa curva de calibrocidn se inyecio cada punto de ka curva por
fripicado. En ka Tabda 4, se observa &l rango de concentraciones o cud se ievo a cabo el
andliss, asi como e Area que se obtuvo en cada Concentracion,

Tobla 4. Resuttados obternidos para o Enealidad del sistemna.

Concentracion| Area Area/Conc
20 6924 345.2
20 8939 346.95
20 6960 348
40 13203 330.075
40 13419 335.475
40 13556 3389
60 20282 338.033
80 19832 330.533
60 19988 333133
80 2623t 327.588
80 26585 332.313
80 26361 320513
100 33880 338.8
100 33522 33522
100

33671 336.71
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Para miciar el andiisis se comenzd por reclizar una regresion simple del area entre e
concentraocion.

Los resultados para ka Linedlidad det Sistema demuestran el modsio fned que se
obliene de este andliss y el cud; describe la refacion que existe enfre el &ea y la
concentracidn real. La ecuacion que explica dicha relocion Eneal es la siguiente:

Areqa = 140.3 + 332.498* Conc. recl

H Gi&fico 1, muesira ka relacion neal que presentaron los resutados de Areq
conira Concentrocion.

(X1e)

AI'CR
L ]
| LJLINLIL AN LU B O WL I B B LI B BN |

] n H “ - L)
Concentracién Real (ppm)

Grélico 1. Relacién ineal del Area contra ka Concentracion

Los pardmetros obtenidos de la regresidn, para esta ineckdod aparecen en la
Tabia 5; los cudles, muesiran que ka 1?2 [coeficiente de determinacidn), espedifica ko
inedidad del sisterna con un $9.924% de ko variabiidad en el dreo con respecto a los
cambios de conceniracién de Seleno Citing, mientras gue el coelficiente de comelacion,
igual 0.599 indican una relacin refativamente fuerie enfre las variables. La estimocion del
emor est@ndar muestra que ¥a desviacion estandar, de los residuales gue esde 279,584,

Tabla 5. ParGmetros de regresion simple
Coeaficlente de Corretacién| 0.959
r 89.924

Estimacion del
Error Estandar

279.586
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En e Gréfico 2 se observa, que los residugles no presentan ninguna refacién ined

signfficativa; dodo que coda resuttodo es independiente, con respecto a la
concenfracion,
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Gréfico 2. Muestra ta tendencia de los residucies

También se detemmino e comportamienio de los valores observados con los
estimados; con el objetivo de, determinar su inedlidad; derivandose o Gidfico 3; en el
que se observa que los valores estimodos y los observados son homogéneos; ademds de
que presentan el mismo comportamiento.
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Gidfico 3. Comporiamiento de kos valores observados con los
estimados para determinar la inealidod de Seleno Cistina




Se reaizo una tabla de Andlisis de Varicrza (ANOVYA) con el fin de demostrar la
relacikon que existe enke kx variables estudiadas, pare elo se plantean los siguientes
hipdtesis:

Ho: No existe una relacion finedl entre la concentracidn v la propsedad medida.

HA: Bxiste una refacion nedl entre ka concentracidn y ka propiedod medida.

B criterio de acepfacion para estas hipdtesis son:
Si Fea < F otiea No se rechaza Ho.
Si Feow > F Gsea Se rechaza Ho.

En la Tablo 6. de ANOVA se cbserva que el Fea 5 moyor a ka F asca por o tanto se
rechaza ka hipdtesis nuka Ho, aceptndose HA; por o tanto, existe una relacion finedl entre

la concentiracion y ka propiedad medida.

Tabla &. ANOVA para ineckdad simpie con un nive! de confianza det 95%

Suma de Media de
Fuente gl Fca Ferea
Cuadrados Cuadrados
Regresion | 1.32668e7 | 1 | 13266469 | 16971.89 | 6.8435-20
Residudies{ 1.01619s6 [ 13| 781482
Total 1327687 | 14

Posteriormente se evalud o prueba del intercepto dada por la recta; de la cud se
deriva ks siguientes hipotesis:
Ho: Si b=0 ko ordenada ol onigen es 0
HA: Si b=0 la ordenada ol origen es diferente de 0

Los criterics de aceptacion para dichas hiptesks son:
tcal < toiica NO se rechaza Ho
teoi > tomea Se rechezo Ho

AndGisis de regresion para el modelo kneal para el intercepto Y=a + b* X
En ka que la variable dependiente es el Arec
Lo vanable Independiente es o Conceniracion redad
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Como se aprecia en ka Tabla 7.!adiuesmenorobfmporloquedconsideror
los criterios de aceptacion de ios hipStesss planteadas para el intercepto, ka hipotesis nula
noserednzcr:obien,lcordencdqciorigensii'x:byedcero.

En cuanto a los imites presentados en ta Tabla 7, de regresion del modelo inedl Ia
mayoria de los datos se encueniran dentro de los Limites tanto Inferior como Superior,

Tabla 7. Regresidn del modeto inedl para el intercepto.

Pardmetros | Esimado | Emor Esténdar| tew | tomes | P-valor LLC Ls.C
intercepto | 1403 169.298 0829 [2.145] 0.422 [331.984(336.695
Pendiente | 332.498 2.552 130276

Unavezquesedetem‘hoqreelmodebeshedyqecunpleconios
parametros de linedlidad, Se realizo un anddisis de resichuales,

Enluchloa,semuestrcquebR-cuoctoda,tmﬁccmieelmodebesinedconun
§9.961% de la varicbiidod en ko concentracidn con respecto a la propiedad medida:
mienfras que el emor estandar del estimado proporcicna informacién acerce de o
desvhdéneﬁdnd-ardebsresidxiesconunvdo:deo.wé:entcnioqueelmormsokﬁo
de la Media es de 0.462 nos da el valor medio de los residucies. La prueba estadistica de
Durbin-watson (DW) permite determinar si hay alguna carelacion significativa basada en
elcxdmdeupcri:iéndetosdaios.DebidocqueelvdudeDWesmayorde 1.4, con unc
prebabiidad fP}mayorde0.0S,nohcymuseriaoUTocuTebdénqueahereeiotdende
los residuales.

Tabla 8. Andiisis de Residuales para Selenc Cistina.

R-cuadrada = 99.96) Porcentaje
Error Eskindar del Esimado = 0.606
Error absolulo de Media = 0.452
Estadisfica de Durbin- Watson = 2.487
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Se planiea la sigulente hipdtess para deferminar que ¥a concentracién
adicionada es Eneal con respecto d érea.

Ho: H sistema presenta una comelacion significativa en e propiedad medida
HA: H sstema no presenta una corelacion significativa en la propiedad medida
Criterio de aceptacion

Fear<Famca Mo se rechaza Ho

Fea>Fomcs Serechaza Ho

Por lo tanto se presenta ko Tabla 9.de Andlisis de Varianza {ANOVA| para analizar
los residudles; ka cudf proporciona informacién acerca de que no existe una comelacion
estaditicamente significativa entre los residucles; debido a que ki Fea €5 moyor a ka Foico,

Tabla ¥ Andisis de Varianza para los Residuales.

Fuente Crad del gl " del Fealcwioda | Foica
Area Real 122897 ] 12289.7 | 33423.76]2.1447
Residuales 4.78002 | 13| 0.347694

Totd [comeq) | 122945 | 14

Pora comoborar que el sstema no presenta una comelocion significativa, a
continuacion se muestra ef Grafico 4; del andlisis de los residudles.
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Se rediza un andliss de variable mdultiple, enfre todos los pardmetros onclizados en
este frabajo; que pemite caolcular varios datos estadisficos de interés como comelaciones,
covarianzas y un parcial de comelociones, def cud se deriva la Grdfica 5, que pemmite
observar que no hay comekaciones entre kas variables anafizados.

Grdico 5. Corelacidn enfre las variables en
estudio para Seteno Cistina

Asi como también se muestra gue no hay cormelaciones entre e emmor de i
concentrodénesfinodoyeleno'deléreoesﬁnadcasicomosemeshuenelsigtjenm
Grafico é;

Grdfico &. Correlacitn entre ef Emor de la Concentracion
Estimoda v &l Bror del Areq Esfimada.

En ko Tabla 10; se evalzan fos pardmetros obtenidos, para el andksis estodistico
reafizado para el eror del area estimado vy el eror de ka concentracion estimada: £n los
cuales aparece ko medida de tendencia central, medida de varabiidad y medida de
forma. Perc uno de los datos que mds informacién aporta a este andiiss es la skweness
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estondarizada y la kurtosis estandarizoda; ya que puede ser usada para determinar si kas
variables presentan una distribucién nomat siendo el range de aceptacion valores que se
encuentren de -2 a +2; en este caso las variables de estudio presentan valores que se
encuentran denfro del rango de aceptacién, por lo que ckramenie se determina que et
Area Estimada v el Eror de la Conceniracion Estimada, presentan una distribucion nomal.

Tabla 10. Pardmetros estaditicos para el Eror del Area estimada y el Eror de lo
Concentracion estimada para Seleno Citina.

Error Area | Emor Conc.
Parémedro
esiimada esfimada
Estimado 15 15
Promedio 0217 0.245
vanonza 2108 2.183
1.452 1.478
Esténdar
Minmo -2.439 -1.914
MIDimo 1.94] 2.553
Rango 4379 4. 467
Skewness
0.056 0.024
Esfandar
Kurtosis
0.999 -0.984
EstGndor

4.5.1.7 PRECISION DEL SISTEMA.

En la Tabla 11, se muestron los pardmetros estadisticos obtenidos para evakuar si ef
drea {propiedad medida), se encuentra dentro def intervalo de trabaio v si sus resuitodos
son precisos: para elo se realzo un sextupficado de lo concentracidon de &ppm,
frabajoda en la finedidad del sistema; de estos resultados se obtiene un coeficiente de
variacion menor de 2; haciendo que el sistema sea preciso.




Tabla 11. Datos estadisticos para evaluar la precsicn del sistema de Seleno Cistina

Promedic detf Area/ Conc. | 334.516
Desv. Esténdor 6.439
C.V (%) 1913

4.5.2 UNEALIDAD DEL METODO

La inedalidad del métedo se realizd, con Iml de muestra {fiquido umindgl} ¥ a esta
se le cfiadieron kas concenlraciones trabaiadas en la fneabdad del sktema es deckr (20,
40, 60, 80, 100 ppmy); respectivamente y kas cuales e aforaron a 5mi.

Para detesminar ko nedidad del método de Seleno Cistina, se frabajo con
concenfraciones adicionadas y recuperadas; utiizodas para obtener los porcentaies de
recobro que serdn de ayuda, para levar a cabo este andliss. En la Tabla 12, se observan
los resuttados obtenidoes.

Tabla 12. Lineakdad del método de Seleno Cistina que muestra la Concentracidn

Adkcionada, R perada y % Recobro.
Sistema | Conc Adic [Conc Recup| % Recobro
1 22.089 21.758 80.39
2 22.089 22 548 79.44
3 22.089 22 663 79.96
4 42 089 39.803 89.82
5 42089 40.432 88.94
6 42 089 39538 93.94
7 62.089 61.698 96.15
8 62.089 62.386 95.65
9 62.089 62 230 95.4
10 82.089 82 989 95.01
11 82.089 83 062 95.09
12 82.089 80.357 97.89
13 102.089 102.754 32.08
14 102.089 101.862 32.19
15 102.089 102.598 31.93
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Para la Breclidad del método es importante determinar el modelo neal que se
obfiene del anGliss de reqresion, el cual expiica la varacidén de ki concentracion
recuperada que esta en funcidn de ka concentrocidn adicionada. Dicha ecuacion es la
siguiente:

Conc Recup =-1.04781 + 1.01188*Conc Adic

Paa obsetvar mejor este pardmetro de linedlidcd entre la concentracidn
recuperada confra ka concentracidon adicionada, se presenta el Grafico 7:
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Grdfico 7. Lineakdad entre ka concentracion recuperada v ka
Concentracion aodicionada.

Para este andlisis es mportante mencionar los parametros estadisticos de regresion;
que se muestran en la Tabla 13.

Los parémetros obtenides en la Tabla 13, amogan la siguiente informacion; ef
Coeficiente de Comefacién de 99.9% muestra que hay unc fuerie relacidn Fneal entre las
variables de este esfudio; mientras que el coeficiente de determinacion de 0.998, muestra
que fa vanacidn de la concentrocidn recuperada esta en funcidn de la concentracion
adicionada




La pendiente es cercana a 1, ko que muesira que la inealidad del método es
comecta y un intercepto cercanc de 0.

H coeficiente de Yariocién es de 2.89%; por o tanto, es menor at 5% por o que
esta dentro de kos critetios de aceptacién para ka kneaidad del métedoe, establecidos en
la Guia de Yakdacion.

Tabla 13. Parémetros estadisticos de ka Concentracion Recuperada para Se Cist.

Pendiente {m) 1.012
Intercepto {b) -1.048
Coeficlente de Comrelacién (1) 0.99%
Coeficiente de Detemminacién (12) 0998
C.V (%) 2.899
LILC.LSC
Intervalos de Confionza para b 95%
0.988. 1.067

A confinuacion se establecen las hipdtesis que permiten corroborar que existe una
redacién ineal entre ka concentracidn recuperada contra la concentracion adicionada:

Ho: No existe una relacién inedal enfre ka concentracion odicionada y la concentracion
recuperada.
HA: Bxiste una relacion Eneal enfre ko concentracion adicionaoda y o concentracidn
recuperada.

Criterio de acepiacion

|
|
Si Fea < Fomeo NO se rechaza Ho.
Si Feal > Fomca 5 rechaza Ho.,
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Para deferminar si la Enedidod del método cumple con ks hipdtess antes
planteadas, se redfiza una Tabla de ANOYA para seleno citing; ko cudi aroja bos

siguientes resuttados:
Tabla 14. ANOVA para Seleno Cistina Recuperado.
Suma de Media de
Fuerte gJ Fealewinda Foriica
Cuadrados Cuadrados
Regresion 12286.7 i 122887 8991.77 § 1207719
Residuales 17.764 13 1.366
Total 123045 14

Segun ias hipotesis planteadas y ks resuttados obtenidos enla Tabia 18, de ANOVA
se observa que ka Fea €5 Mayor G ki Fomca,. rechazéndose ko hipdiesis nuio; por ko fanto
exste una relacion Bneal entre ko conceniracidn adicionada y ko concentracion
recuperada.

Otro de kos pardmetios de estudio son los residuates; los cuales pemiten determinar
si hay relacion significativa entre los resuttados: ancfizandose con la obtencidn de ka
eﬂocisﬁocdeD.W.ypaaquesuvdotsecccepiabiedebesermcyorde 1.4;
obteniéndose un valor de D.W igud a 1.6451, en este andiisis; por 'o fanto. en esta prueba
eﬂodkkcdereddniesmm?mrebdéndgnﬁ'\tcmaendadeneneiaﬁcpmecen
tos resuitados. Este fendmeno se visualiza meior en ka Grdfica 8 para residuates.

M T T T =
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Grdfico 8. Residuates para Selenc Cistina en ka linedlidad del método.
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H Grafico 9. permite ver de mejor manera €l comportamiento homogénee que
presentan kos valores observados con respecto a kos estimados.
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Gréfice ¥. Concentracidn recuperada para Seleno Cistina

También se reaizé la prueba del interceptc dada por la recta y de la cudl se
establecen las siguientes hipdtesis.

Ho: $i b=0 La ordenoda ot origen es cefo.
HA: Si b#0 La ordenada al origen es diferente de cero.
Criterio de Aceptacion
Si feal < tomico NO se rechaza Ho.
Si tea > tolico Se rechaza Ho.

Para esta prueba se realzé un andiisk de regiestdn en el gue la variable

dependiente es lo Concentraciéon recuperada y la varable mndependiente es ka
Concentracién adicionada; represeniada por este modelo inedl Y =a + b*X.
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En ko Tabla 15. se muesitan los resuitados obtenidos para € intercepto; en la cudl,
seobsefchL;elctmesnseraalatmpdbq;&deooyerdocbestoblecidoen
Ias hipotesss planteadas para ef intercepto, Bo no se rechazo; por ko tanto, ka ordenada o
ofigen es cero. En cuanto a ko pendiente esta es de 1; por ko tanto, si cumple con los
parametros establecidos, pora ke inealidad del método.

Tabla 15. Pardmetros Estadisticos para e intercepto en la nealidad del método de

Seleno Cktina.
Parémetro | Esimado | Eror Estandar | tcacwods | tosca | P-valor
Intercepto -1.048 0728 -1.43% | 2145 0.174
Pendiente 1.012 0.011 94 825 0.000

En lo Tabka 14, se muestran los pardmetros estaditicos obienides para e
porcentaie de recobro; de los cudles se determind, que e coeficiente de vanacion es
menor de 5%; por lo que. esta dentro del criterio de oaceptocidn, ademds de que los
porcentaje de recobro obtenidos, se encuentran dentro de los fimites tanto superior come
inferior, ademds de que muestra resuttados Sptimoes de 99.26% de recobro.

Tabla 16. Parémetros estadisticos para el $Recobro de finealidad del método para

Promedio del TRecobro 99263
Desviacion Estandar (S} 2.610
CV{%) 2.629

Indervailo de Confienza para la LIC.LS.C
Media poblacional {7%) 97.817.100.708
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4.5.3 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODC

Para ko evaluacién de ka exactitud v repetibiidad; se frabajo con los porcentajes
de recobro obtenidos, de 1 ensayo: aue comsiste, en odicionarle a 1ml de fiquido rumina
una concentracidn de 60ppm det estandar de Seleno Cisfina. Este ensayo se reafizo por
sextuplicado y del cud se obtuvieron, los resultados mostrados en la Tabila 17.

Tabla 17. Resultados obtenidos e % Recobro pora exactitud v repetibitdad de

m) % Recobro
&0 29.166
50 98.814
60 99.799
&0 99169
&0 100.572
60 99.122

Ademds se redlizd una prueba estadistica de t aun nivel de significoncia del 99.99%
o una a 0.001; que permiten determinar o varabiidad que existen enfre ko cantidad
adicionoda y el porcentaje de recobro; por ko que, se plantean las siguientes hipdtesis:

Ho: Si el Recobro = 100%. H porcentaje de recobro es igual al 100% para Seleno Cistina.
HA: 5i el TRecobro #100% H porcentaie de recobio es diferente de 100% para Seteno
Cisfina.

Criteric de Aceptacién
Si teal < temea NO se rechaza Ho.
Si fea > t ciico Se rechaza Ho.

Pora poder evakxaxr estas hipbtess, se detemminaron los siguientes parametros

expuestos en ka Tabla 18; en los cuales. se observa gue Ia tea 5 mencr a ka toca por o
tanto, el método es repetible aun nivel de confianza del $9.99%:; ademas, de que kos
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resuifados de & de recobro se encuenkan dentro de los Emites tanto infefior como
superior, ademds de que el promedio se encuentra dentro de este mismo rango.

Para determinar si es exacto se obtuvo el C.V. el cud es de 1.48; por ko tanto, es
menor a 5%; y con estos criterios se determina ka exactitud y repetibiidad de este método

para Selerno Cistina.

Tabla 18. Resuttados obtenidos para determinar exactitud y repetibiidad para Se Cis

Promedio 99.440
Desviacién Estééndar (3) 0.641
C.V (%) 0.644
teat 2.140
totca 5869
Irdervalos de L.C.Ls.C
Confianzas al $9.99% | 97.644,101.237

4.5.4 PRECISION Y REPRODUCIRILIDAD DEL METODO

Para la evaluocion de estos pardmetros se utiizd un ondliss estadistico Bamado
modelo factoriad jerdrquico; en & cudl, se usaron fos resultodos obtenidos del % Recobro
de Seleno Cistina a un nivel de concentracién de §0ppm; siendo, analizados por dos dias
y dos analistas diferentes. Obtentendo jos resudtados de ka Tabla 19.

Tabla 1. Resultados obtenidos de TRecuperado paro determinar precion v
reproduciiidad para Setenc Cisting.

Analista 1 | Analista 2

66.5872 63.5452
Dia 1 64.4636 64.3248
$4.3561 64.7507
65.7449 65.7584
Dia 2 64.0306 B65.1481
64.6841 65.0585
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Para este ondlists también se establecen hip&tesk, las cuales permiten determinar si
existen diferencias entre los porcentaies de recobro de Seleno Cisfina obtenidos entre
andalistas y kos dias analizados.

Dichas hipotesis son:
Ho: No existe efecto del analista y el dia en e! porcentaje de recobro.
HA: BExste efecto detf andfista y el dia en el porcentaje de recobro.

Criterios de Aceptacion
Si Feal < Fiab NO se rechaza Ho.
51 Feol > Fian S recharza Ho.

Para determinar que criteric de aceptacion cumple este andliss, se reafzé un
Andlsis de Varianza con los resuliados de porceniaie de recobro para Seteno Cisting;
presentados en la Tabla 20.

Con dicho Andlisis de Varionza se determing que la Fea €5 menor a la Fiaoke, pot lo
que no se rechaza Ho; esto significa que el método es reproducible ya que con o

porcentaies de recobro obtenidos no hay efecto de los analistas ni del dia en el andiisis.

Tablo 20. Andisk de Varianza del porcentale de Recobro de Seleno Cistina.

Fuente g.l S.C C.M F ca F b
Analista 1 0.136 0.136 0.135 18.513
Dia 2 2.015 1.007 1.414 4. 458
Error 8 5.701 0.713
Total 11

Para la determinacién de la exactitud se determinaron ios pardmetros estadisticos
de la Tabia 21: en ka cudl, se indica que el Coefidente de Yariacion obtenido es de 1.302
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el cudl es menor de 5% que es imite del criterio de aceptacion para muestiras biolbgicas:
por o que, el método e3 si es exacto para Seleno Cistina.

Tabla 21. Parameiros estadisticos para determinar la exactitud del método para Se Cis.
Promedio | 64.871

Desviackon
Esténdar
cV (% | 1302

0.845

Sdo para percibhir mejor el efecto que tuvo el dia y andlsia en este estudio se
muestra el Grafico 10: en e cudl, se observa que hay un transkapamiento de los datos
tanto para dia como para analista; lo cudl significa que no exsie diferencia significative
en los porceniales de recobro obfenidos para ninguna de ks dos variables {dia y
analista). determinandose que no influye el dio en que se lleve a cabo el andiss. ni el
anafista que ko realice.
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Grafico 10. Comparocién de resuttados obtenidos de dic y andlista para Seleno Cistina
con Intervalo de Confianza del $5%



Erika Varcia Herndndez Resultados y Discusibn

4.6 SELENO METIONINA
4.6.1 LNEAUDAD DEL SISTEMA

MigLMquepcxoSeHTOCisThc;enbvddccﬁndeSebnoMeﬁormes
importante realizar una curva de cafforacion la cudt permitc determinar si el ssiema es

inedl.

LocuvcdecuibradéndeSdenoMeﬁonhosep:epaédebnﬁsmcfofmaque
poraSe{emCisﬁnoconmrcngodeconoentrodofmdem.w,éo,aoyImppm.

Una vezprepcrodcbcuvadeccib{ociénseiwedoccdo punto de Ja curva pox
triplicado.

Enchbio2,seobservanlosooncenhadonesconbsquesefrobq?0ybsérecs
que se obluvieron para cada una de eflas.

Tabla 22. Curva de calbracion pcrolcinecﬁdoddelsﬁenmde&eienoMeﬁoﬁwm.

Concentracién| Areas | Area/Conc.
20 5765 288.25
20 5846 292.3
20 5754 287.7
40 11055 276.375
40 11243 281.075
40 10887 272175
60 16901 281,683
&0 16947 282.45
&0 17017 283.617
80 22787 284838
BO 22093 276.163
80 22957 287.463
100 27798 277.98
100 27925 279.25
100 27658 276.58

Para iniciar &l analiss de Inedfidad del sstema para Seleno Metionina, se comenzo
por reafizar una regresion simpte, del dreq enfre ka concentracion.
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Los resutodos para ka inealdod del sisterma demuestron, € modelo ned que
describe ka reloccidn existente entre € érea y ko concentracion real. La ecuacion que
explica dicha relacion nedl, para Seleno Metioning es ka siguiente:

Area = 176.767 + 160.908*Conc. Rea!

B Grafico 11, muestra ka relacion inedl, que presentaron los resultados de Area
contra Concentracion para Seleno Metioning.
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Conc. Real {ppm)
Grifico 11. Relacion neal del Area contra la Concentrocion
para Seleno Metionina.

En k1 Tabka 23, se encueniran los pardmetros evalsedos para la inedlidad de
Seteno Metioning. Los cuales explican, que el coeficiente de determinacién {r2). muestra
que ka inealidad del sistema tiene un valor de 99.931% en la variabiidad del &Grea con
respecio a fos cambios de concentracidn; mientras que el coeficiente de corelocion de
0.99%, indica una redacion relativamente fuerte entre el drea y ka concentracion. Mientras
que ka estimacidn del ermor estandar, indica que ka desviacion esténdar de los residuales
esde 128.041.

Tabla 23 Porametros de regresidn simple para Seleno Metionina.

Coeficients de Cormrelacion| 0.953
r 99.931

Estimacion del
128.041

Error Estindar
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B Gidfice 12, muestra como los resuttados obtenidos en ka curva de callbracion
para kneclidad del ssterna de Seleno Mefioning, no presentan ninguna comelacion
significativa.
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Gidfico 12. Muestra la tendencia de los residudles

También se determing et comportamiento de los volores observados con los
estimados; enconfrdndose que los valores observados son homogéneos y ineales; d igudl,
que los obtenidos en los estimodos. Visudizdndose en e Gréfico 13.
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Grafico 13. Comportamiento de kos valores observados con los estimados
para determinoe ko ineclidad de Seleno Metionna.
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Se redzo una tabla de Andisis de Yarianza [ANOVA) para Seleno Metionina con el
fin de demaosirar la relacidn que existe entre las variables estudiadas; para elo se planteon

tas siguientes hipStesks:

Ho- No existe una retacion Ineal entre ka concentracion y ka propiedad medida.
HA- Existe una relacion inedt enfre ka concentracién y la propiedad medida.

H criterio de acepiacion para estas hipdiesis es:
Si Fea < F omca NO se rechaza Ho.
Si Fea > F cco Se rechaza Ho.

En ka Tabia 24, de ANOVA se observa que el Fea €5 mayor a ka F circaiz por ko fanto.
se acepta HA y se rechaza Ho; es deci, existe una relacitn ineal entre Je concentracion ¥

la propiedad medida.

Tabla 24. ANOVA para inediidad simple con un nivel de confianza del 95%.

Suma de Media de
Fuente gl Fea Femca
Cuadrados Cuadrados
Regresidn | 9.26563¢8 | 1 | 92656368 1216022 1.08533¢-20
Residuales| 9905510 | 13| 761962

Totdl 9.27554:8 | 14

Postesiommente se evalus la prueba de! intercepio doda por ka recta; de lacud se
deriva las siguientes hipotesis:
Ho: Si b=0 la ordenada o osigen es 0
HA: Si b=0 ka ordenada of origen es diferente de G
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Los criterios de aceptacidn para dichas hipétesis son:
teal < tolca NO se rechkza Ho
tea > terica S€ rechaza Ho

Andiisis de regresidn para el modelo ined para el infercepto Y =a + b* X
En ka que ta variable dependiente es e Area.
La variable Independiente es la Concentracion reat.

Como se aprecia en kz Tabla 25, ka tca &5 menor a la tosice., pof lo que al considerar
los criterios de aceptacién de las hipdtesis planteadas para el intercepto, ka hipdtesis nula
no se rechaza; es deck, ka ordenada al ongen & incluye ol cero.

En cuanio a los limites presentados en ka Tabla 25, de regresion, para el modeto
ineal, o mayoria de los dotos se encuentran dentro de los imites tanto supernior como
infesior.

Tabla 25. Regresion del modelo finedl para el ntercepto para Seleno Metionina.
Pardmeiros | Esimado | Emor Esténdar|  tea fciica | P-valor| LLC Ls.C
Intercepto | 172.467 167.14% 1032 |2.145| 0.321 |277.915|2B2535
Pendhente | 277.873 2519 110273

Posteriormente se reaizé un andisis de residuales, con el obfetive de determinar
gue los resutados obtenidos para ka Enealidad de Seleno Mefionina, no presentan una
commelacitn significativa.

La Tabla 26, muestra que la R-cuadrada indica ka lneafidad del modelo con un
99.339% y que ki varabiidad en el &req, se debe a kos cambics de concenfracion:
mientras que & eor estandar del estimado aporta nformacion acerca de ko desviacion
estandar de fos residuales con un valor de 0.993; asi como, el emor cbsoluto de la Media,
nos da el valor medio de los residudles, siendo de 0.713.

6%
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EIvcﬂordeD.WpacSeienoMeﬁorhaadeZﬁqurepemﬂedeiefmmque
nohaymgumchehdénsigtiﬁcoﬁvc,segl}neladendecpahbndebsdotos:yoM
para que este fendmeno se presente ka prueba estadistica de Durbin-Watson {DW) debe
ser mayor de 1.4 y una probabddad (P) mayor de 0.05, como lo es en este caso.

Tabla 26. Andlisis de Residuates pard Seleno Metioning.

R-cuadrada = 99.885 Porcentaje
Ermor Esindar del Esimado = 0.993
Emror absoluto de Media = 0.713
Estodisfica de Durbin- Walson = 2.485

Se plantean las siguientes hipttesis pora deferminar que la concentracion
adicionada es ineal

Ho:Eﬂanaueseniomomelodénsigriﬁcoﬁcenlapropiedﬂdmecﬂda
M:Eﬁammnaenioumcmelociénﬁgrﬁwﬁvcenbpmpiedodmeddo

Criteric de aceptacion
Fea<Fomca NO se rechaza Ho
Feo>Fomica Serechaza Ho

Por o tanto se presenta la Tabla 27, de Andisis de varianza (ANOVA] para anaiizar

a los residudies; proporcionando informocion acesca de que no existe una commekacion
estadisticamente significativa entre los residuates; debido a que la Fea €5 mayor & 13 Folica

Tdﬂaﬂ.AndisbdeVmixmpambsReﬁ@JGl&ipomSebrnMeﬁmiu

Fuente :s"'""'l d"l gl ""‘dl‘;::s Feoscsiosa | Foca
Areq. Red! 120000 1 11 120000 [!2160.1512.145
Residuales 12829 |13] 0987
Totc {comeg) | 120128 | 14
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B Gréfico 14, comobora que el sistema no presenta una corekacion significativa, en
el andlisis de residuatles para Sedeno Metionina.
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Grdfico 14. Andlisis de Residuales para Seleno Metionina.
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En ka Grdfica 15, se reafiza un ondliss de varicble mldfiple, que permmite calcular
vanos pordmetros estaditicos de inferés como ks comelaciones, un parcial de
correlaciones; entre todos las voriables onadlizadas, para ki Seleno Metioning; dicho
gidfico permite observar que no hay correlaciones entre ninguna, por ia homogeneidod
de los resuttados y su dispersidn entre variable y variable.
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Gréfico 15. Comedocion entre kas variables en estudio
Para Selenc Metiohing.
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Ast como también se muestra que no hay corelcciones entre el eror de ka
concentracion estimada, con el emor del Grea estimada; ta como. se muestra en el
Grafico 15.

og

Grdlico 16. Comelacidn enfre el Bror de ko Concentracién
Estmada

En la Tabka 28; se evakan los pardmetros estadisticos, para kas dos variables
anteriores [emor de la concentracion estimada y emmor det area estimadal); en ka cual, se
determina ta medida de tendenca central, medida de variabiidad y medida de forma.

Asi como oltros dos parGmetros estadisticos importantes como la skweness
estandarizada y ka kurtoss estandarizado; ya que. con esios se puede determinar s ios
varkables presenton una distribucién normmal; slendo e critenio de aceptacion valores que
se encueniten en un rango de -2 a +2; por ko que, en este coso las vanables se
encuentran dentro de este rongo, presentando una distibucién nomal en sus datos.
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Tabla 28. Pardémetros estadisticos para el Bmor del Area estimada v el
Eror de ka Conceniracién estimada para Seleno Metionina.

Emor Area | Emmor Conc,
Pardmetro
esiimada esfimoda
Estimado 15 15
Promedho 0.009 0017
Yarianza 2.652 2.588
Demviogd
1.628 1.639
EstGndar
Minimo -2.586 -3.602
Mddimo 3.678 2.675
Rango 6264 6.277
Skeswmess
0.929 0794
Estandor
Kurtoss
0.435 0.331
Estandar

4.6.1.1 PRECISHON DEL SISTEMA PARA SELENO METIONINA

Posteriormente se muestran los pardmetros esiadisticos obtenidos paro evaluar si el
&rea [propiedad medida), se encuentia denfro del infervalo de trabgio y si es precisa:
paoeloseredzomsexfupicododebconcenlmdéndeéﬂppm,haba}odcenh
inediidad del sstema paora Seleno Metionina, obteniendo un coeficiente de varacion
menor de 25 por ko tanto el sistema es precisc. En ja Tabta 29, se encueniran los resultados
estaditicos obtenidos del anterior andlisis.

Tabla 29. Dalos estadisticos para evaiuar ka precision del sistema de Se Met.
Promedio del Area/ Conc. | 281.859
Desv. Esténdar 5.570
C.V (%) 1976
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4.6.2 INEALIDAD DEL METODO PARA SELENO METIONINA

La Enechdod del método para Seleno Metionina se redizd, con Iml de muestra
fiquido ruminal); a ta cudl se le ahadieron las siguientes concentraciones (20, 40, 60, 80,
100 ppm). respeclivamente, para cada mil. y kas cuales se aforaron a Smi Este ensayo se
realizd por triplicado.

En ka determinacién de ko Enedlidad del método de Seleno Metionina se frabgjo
con concentraciones adicionadas y recuperadas; de estas concentraciones, se obtuvo e
porceniaje de recobro, con el cudt se realizé este andlisis. En la Tabla 30, se cbservan estos
resultados.

Tabla 30. Lineakdad del método de Seleno Metionina que muestra la

Concentracitn odicionada, Recuperada ¥ % Recobio.
Sistema [ Conc. Adic | Conc. Recup | %Recobro

1 22.149 22.304 100.688
2 22 149 22 407 101.165
3 22.149 22145 99.979

4 42.149 42 145 99.9H1

5 42149 43.026 102.079
6 42 149 42 759 101.449
7 62.145 62.068 99869
8 62 149 62.063 99.862

] 62 149 63.649 102.415
10 82.149 83.81 102048
11 82.149 82.181 100.039
12 82.149 83983 102.233
13 102 149 103.237 101.065
14 102.149 102.787 100.625
15 102.149 103.399 101223

Para la Eneqiidad det método de Seleno Metionina es importante geterminor e
modelo finedl que se obtiene det andisk de regresidn, el cual explica que fa varacion de
lo Concentracidn Recuperada esta en funcién de ka Concenfracion Adicionada. Dicho
modele es el sigutente:

Conc Recup = 0.0957829 + 1.0127Conc Adic
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Con el Grdafico 17. se observa mejor ka inealidad existente entre ka concentracion
recuperada y ka concentracién adicionada.
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Grélico 17. tineckdad entre ka Concentracion Recuperada y la
Concentracidn Adicionada.

Los pardmetros estadbficos de regresidn, obtenidos para Seleno Metionina; se
muesitan en la Tabka 31; en la que se observa la siguiente informocién: un Coeficiente de
Determinacidon de 99.961%, indica que la variablidod en ko Concentracién Recuperada es
proporcional a la Concenirocién Adicionada; mientras que el Coeficente de Comelacion
de 0.999, muestra que hay una fuerie retacion ineal enfre las variables de este estudio.

La pendiente es de 1, indicande que ka ineaided del mé&todo es comecta y un
intescepto cercano de 0, indica que ka ordenada al origen s incluye al cefo.

Los valores anteriores, tombién se encuenitan dentro de los kmites de confianza;
obtenidos a un nivel de significancia del $5%
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B coeficiente de Varacién obtenido, es de 3.63%; valor que se encuenita denfro
del ariterio de acepiacidn para ineaidad de! método (S5%).

Tabla 31. ParGmetos estadisticos de regresién para Selenc Metionina.

Pendiente (m) 1012
intercepto (b} 0.096
Coeficiente de Comelacion (r) 0.99%
Coeficlente de Determinacion (r7) 0.999
CV (%) 3432
LILC, LS C
Intervaios de Confianza para b 5%
1.006, 1.015

Posteriormente se establecen las hipdtesis que permiten coroborar que existe una
relacién ined enfre ka Concentracién Recuperada contra ka Conceniracion Adicionada:

Ho: No existe una relacion kneal entre ka Concentrocion Adicionada y la Concentracion

Recuperada.
HA: Bxdste una relacién neal enfre ka Concentracion Adicionada y ka Concentracion

Recuperada.

Criterio de aceptacion
Si Fea < Folico MO se rechaza Ho.
Si Feai > Feico S€ rechaza Ho.

Para determinar si la nedidod del método cumple con kas hipdtesis ontes

picnteadas. se reafiza una fabla de ANOVA para Seleno Metionina; la cudl anoja #os
siguientes resutfados:
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Tabla 32. ANOVA para Selenc Metionina Recuperado.

. Sumade Medic de
Fuente ’ gl Feotcatata Feica
Cuadrados Cuadrados
Regresion 1228%.7 1 12289.7 3342376 | 9433124
Residuales 4,780 13 0348
Total 12294.5 14

Segim las hipdiesis planteadas y kos resuttados obtenidos en ka Tablo 32, de ANOVA
se observa que ta Fea €5 moyor @ K Feses rechazdandose ka hipdtesis nule; por to gque exdaste
una relacidn ineal enfre la Concentrocitn Adicicnada y ka Concentracion Recuperada.

Después de que se determind que la Concentracién Recuperada es proporcional
a ko Concenfracidn Adicionada, se reaiizd un estudio de residuales; e cudl permite
determinar si existe dguna relocién significativa entre kos resuttados. Para eldlo, se obtuve
uno de los pardmetros estadisticos mds importantes, el valor obierido de ka estadistica de
Durbin-Watson (DW) y el cud debe ser mayaor a 1.4; obteniéndose en este andlisis un valor
de DW= 2.487. que indica que en los residuales, no hay una relacion significative en el
orden en el cudl aparecen los resuttados. Para una mejor visualizacién de este fendmeno
a continuacidn se muestra ka Grdfica 18, de residuales obtenida para Seteno Metionina.
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Grdfico 18. Residuales para Seleno Metionina en la inealidad del método.
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Una vez que se establecid que no existe una relacion significativa en el orden de
aparicidn de los resuliados, se obtiene el Grdficol?. que muestta el comporfamiento
hanogéneoq;epraenimbsvdaaobsewodosconbsesﬁncdm;indcnrdoquem
hay diferencia enfre los resultados esperadas con kos obtenidos.

st iasl sa

Obaservados
2 T 5838
rr

$aaab oyl

F- H o - 180 1
Estimados

Grdfico 19. Concentracién recuperada de fos observados

v 105 estimados para Seleno Metioning.

Seredzéic:mbiénlcm:ebodelinferceptododapcrtarectcydehcxfﬂse
establecen ias siguientes hipotess.

Ho: S b=0 ta ordenada d origen es cefo.
HA: § b#0 La ordenada dl ongen es diferente de cero.

Critefic de Aceptacin
Si tea < tamca NO 5€ rechaza Ho.
Si teal > Yoo S€ rechaza Ho.

Pcrc:estopmebosereoizémcnc'i'sisderegresiénmelque}qvorbue

dependiente es la Concentracién Recuperada y ta vanable ndependiente es ko
Concentracion Adicionada; representada por este modeto finedl Y = a + b*X.
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ta Tabka 33 permile observar que 10 teacuods €5 Menor que [a fetical por lo que, la
hiptesis nuka no se rechaza; es dech. ko ordencda al ofigen si incluye ol cero. Mienfras
que la pendiente es de 1: pof lo que, si cumple con los parametros establecidos pora
ineaidad del método de Selenc Metioning.

En ka Tabla 33 se muestra los resuliados obtenidos para el intercepto.

Tabla 33. Para o intercepic en ko ineclidad de! método de Selenc Metionina.
Parameiro | Esfimado | Error Eskondar | teakcuada teiico P-valor
ntercepto | -0.09578 037797 025341 | 2.144788 | 0.803%
Pendiente 1012 0005535 182822 0.0000

En ko Tablia 34, se mueshan los parametros estadisficos obteridos para el
porcentaje de recobro; en kos cuadles se cbserva que el coeficiente de varracion es menor
de 5%; por lo que, esta denfro dei criferio de aceptacién; mienttas que, los resulicdos de
porcentaie de recobro obtenidos se encuentran dentro de los mites tonto superior como

infesior,

Tabla 34. Par@mefros estadisticos para el $Recobro de nealidad det métode
para Seleno Meficnina.

Promedio del %Recobro 100.0827
Desviackon Esténdar (5) 0.92004
CV (%) 091109

Intervaio de Confiarza para la’ LIC, LS.C
Media poblaciond (%) 97.8166,100.7068
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4.6.3 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DE METCDO

Para ko evaluacion de ko exactitud ¥ repetibiidad, se frabajo con los porcentaies
de recobro obienidos, de 1 ersayo; gque consiste, en adidonare a 1mi. de kquido ruminal,
esfdndadeSdeaneﬁmimcmuncmenhadbndewppm.Didnemwosereojzo
pdseﬂnpkodo:ydelcud.seobhwiermlosresxﬂodos mostrades en ka Tabika 35.

Tabla 35. Resultados obtenidos de % Recobro para exactitud y repetibiidod
de Selenc Metioning.
Concentracién

Adicionada {ppm)

% Recobro

101.952
98.668
101.131
99.346
92.194
101.933

B B & 5 BB

SereaizébprLreboesiccBﬁcode1aerelde§griﬁccrrdodel99.99%ounou
0.001; que permiten determinar la variobiidad que existen enfre ka cantidad adicionada ¥
el porcentaie de recobro; paiomes«epioniecniassiguienies repdtests:

Ho:Siel%Reccbro=1(1)%.Elpaceniciedereoobroesingd 100% para Selenc
Metioning.
HA: Si el TRecobrc #100% H porcentaie de recobio es diferente de 100% para Seleno
Metionina.

Criteric de Aceptacion
51 teal < tames NO se sechaza Ho.
% tea > t olica S€ rechaza Ho.
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Para la evauacidn de estas hipdtesis se determinaron los parémetres expuestos en
la Tabla 34; en los cuales se observa que K tea 5 menor a ko taeca: por o tanto, el método
es repefible aun nivel de confianza del 99.99%; mientras que, !os resultados de % de
recobro se encuentron denfro de tos Imites tonto inferior como superion, también el
promedic se encuentra dentro de este mismo rangoe, por ko que se confima que existe
una concardoncia entre tos resuttados de este andiiss.

Pora determinar si es exacto se obluvo el C.Y. el cudl es de 1.44; por ko tanto es menor a
5%; y con estos criterios se determing fa exactitud y repetibdad de este método para

Tabla 34. Resultados obtenidos para detemmninar exactitud y repetibidod para

Promedic 100371
Desviacién Esiéndar (5) 1.473
C.V(R) 1.468
tea 0516
6849
infervalos de LI.C.LS.C
Confianzes of 99.99% | 96.239,104.502

4.6.4 PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Para la evalsacion de ka precision y reproduchiidad, se utiEzd una andliss
estadistico, lamade modelo factoria? jerdrquico; et cudl se evolud, con los resuttados
obtfenidos del % Recobro de Seleno Metionina @ una concentracion de 60ppm. siendo
anofzados por dos dias y dos onalstas diferentes. De los cuates se obtienen los resudtados
de la Tabia 37.
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Tabia 37. Resultados obtenidos de ERecuperado para determinar Precisién y
reproducibidad para Seleno Metionina.

Analista 1 | Analista 2

68.529 £§8.295
Dia 1 70.566 70.168
69.119 £65.851
70.494 70.875
Dta 2 69.224 68.885
68.787 71.374

Pora este andliss se establecen kaxs siguientes hipotess; las cudes permiten
determinar s existe diferencia enfre los porcentajes de recobro de Seleno Metioning,
obtenidos entre anclistas vy kos dias analizados.

Dichas hipdiesis son:
Ho: No existe efecto del andista y el dia en el porcentaie de recobro.
HA: Existe efecto del anciista y el dia en el porcentoje de recobro.

Criterios de Aceptacion
Si Feal < Fiab NoO se rechaza Ho.
Si Feol > Fiab Se rechaza Ho.

Para determinar que criterio de aceptacion cumple este andlisis, se reaizé un
Andlisis de Varianza con los resuttados de porcentale de recobro para Seleno Metionina:
presentados en la Tabia 37.

En la Tabla 38, se presenta el Andisis de Yarianza, el cudl demuesira que K Fea €5
menor G ka1 Fabios. pOT 0 que el método es reproducible, ya que no se rechaza Ho; ademds
de que se observa que los porcentajes de recobro obtenidos no presentan efecto ente
analstas. i entre dias en el andisis.
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Tabla 38. Andisis de Yarianza del porcenidgie de Recobro de Seleno Metionina.

Fuente gl S5.C C.M F cu F s
Anatlista 1 0.620 0.620 1.954 18.513
Dia 2 0.635 0.317 0.388 4.459
Error 8 6.546 0.818
Total 11

Con este andiss se defermina parclelamente o exactitud obteniendo los
parametros estadisticos expuestos en ka Tabia 39; ka cudl demuestra que el Coeficiente de
varacién obtenido es de 1.206; el cud es menor de 5% que es bmite del criterio de
aceplacion para muestras bicldgicas; por lo que, el meétodo es § es exacto para Seleno

Tabla 39. Parametros estadisticos para determinar ia exactitud del método

para Seleno Metionina.
Promedio | 69.847
Desviacion
0842
Estdndar
C.V (%) 12046

Pa'upefdb'rmeiorele(edoquehnoeld'nya‘dstaenes’fe&sfudosem:es’froel
Gréﬁoom,enbsquesepuedemq;emekacﬁerendoﬁgiﬁcoﬁvoenkx
porcentaies de recobre obtenidos, tanto para dia como para gnalista.

Como se aprecia en este Grdfico 20, los valores de porcentaie de reccbro para €l

efecto Dia se traslapan para los dos diferentes dias; por ko que no importa el dic en el que
se trabaje se obtiene resuttados simiores.
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En cuanto al efecto andlista, también se prueba que no hay diferencia significafiva
en fos pacentajaderecdxoobieﬁdospacodomoﬁoycqwionbiénsehaﬂopm
los resuttados; por ko que tampoco mporia que anofsta keve a cabo & andliss.
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Grdlico 20. Comporacién de resultados obtenidos de dia y analista
para Seleno Metionina con Intervalo de Confianza del 5%
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4.7 SELENITO

4.7.1 UNEALIDAD DEL SISTEMA

Al igual gue para Seleno compuestos anteriores; en fa voldacion de Selenitc es
importante recizar uno curva de calibracién la cudl permita detesminar $i el sistema es
ineal.

Dicha Curva de Calibracidn, se prepard de ke misma forme que pora los Seleno
compuestos anteriores, o un rengo de concentracicnes de 20, 40, &0, 80y 100ppm.

Una vez pieparada ka curva de colibracion se inyecto cada punto de ka cutva por
tripicado.

EnIoTcnb!a40.seobserv0nlosconcenfradonescbscualesselevooccbocid‘ra
curva de caforacion y las areas obtenidas pora cada concentracion.

Tabla #0. Curva de cafibracion pcrak:&midcdde%sistemdesaemo.

Area Areal Cone.

20 3339 166.95
20 3333 166.65
20 3306 165.3

40 6497 162.425
40 6696 167.4

40 6978 174.45
63 9754 162.567
60 9802 163.367
60 9751 162.517
80 13148 164.35
80 13065 163.313
80 13141 164263
100 16212 162.12
100 16168 161.68
100 16279 162.79

Para el andliss; de ineakdad del sstema para Sefenito, se comenzd por reglizar una

regresion simple del Grea entre ka concentrocion.
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Los resuitades para ka Enealidad del sistema demuesiran, e modelo ined que
describe la relacién que existe enfre el area y la concentracidn real. Mientras que o
ecuociénqueemicadcharelodéninedpauﬁe&erﬂoeslasiguieme:

Areq = 176.767 + 160.908*Conc. Real

H Gréfico 21, muesira la relocion finedal que presentaron los resultados de Arec
contra Concentracion para Selenito.
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Gréfico 21. Relacion ined del Area confra ka
Concenfracidn para Setenito.

Los pardmetros estadisticos, evakados pora ka nealidad de Selenito, se muestron
en ko Tabla 41. La cud sefidda, que ko 2 {coeficiente de determinacion), indica o
Enecidaddelsistemooonm99.931%yquelcvaiabidcdeneldec.sedebecbs
cambios de concentracion; mientras que el coeficiente de comekacion gual 0.99% indica
unia relacion relativamente fuerte enfre el area y ka concenfracion. Lo estimacién del error
estandar. fiene un vator de 128.041, mostrando la desviacion estandar de los residuates.

Tabla 41. ParGmetros de regresion simpte para Selenito.
Coeficients de Correlacion; 0.999

r 99.931
Estimacién del
128.041
Error Estandar
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Para probar que no presentan ninguna tendencia imedl significativa los residucies
obtenidos, en ka inealidod del sistema para Selenito; se presenta el Grafico 22.
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Grafico 22 Muestra la tendencia de fos residuales

Tombién se determinc el comporfamiento de los valores observados con fos
estimados; con el fin de observar ko homogeneidad de los resultados esperados con los
obtenidos expermentaimente: que ayudan a comoborar una vez mas la knealidad de
este estudio. Como se muesita en el Grafico 23.
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Grafico 23. Ccmportamiento de los valores observados con los
estmodos para determingx la Eneckdad de Setendto.
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Se reglizo una Tabka de Andisk de Varkanza [ANCVYA) para Selenito con € fin de
demostrar ka retacion gue existe entre ios variables estudiadas; para elo se plantean ks
siguientes hipGtests:

Ho: No existe una redacion fineal enfre fa concentracion y ke propiedad medida.
HA: Bxiste una refacion ined entre ko concentracion y o propiedoad medida.

H criterio de aceptocidon para estas hipétesis son:
Si Feal < F atfica NO se rechaza Ho.
Si Feat > F asico Se rechaza Ho.

En la Tabla 42, de ANOVYA se observa que el Fea es mayaor a ka F awnea; por o que, se
acepta HA; por lo tanlo, existe una relecién ined entre ta concentracion y ke propiedad

medida.

Tabla £2. ANOVA para inealidod simple con un nivel de confianza del 95%.

Suma de Medic de
Fuenie gl Fea Fesmca
Cuadiados Cuadrados
Regresion 1 3.10698E8 | 1 | 3.10498E8 | 18951.21 | 3.244E-21

Residucdes| 2131300 [ 13| 183%4.6
Total 31091168 | 14

Posteriommente se evalud, la prueba del intercepto dada por ka recta; de fa cudl se
derrvan kxs sigUientes hipotesis:
Ho: 5i b=0 ka ordenada al origen es 0
HA: 5i b20 la ordenada of origen es diferente de 0

Los criterios de oceptocion pora dichos hipdtess son:
teal < tomca NO se rechaza Ho

feal > tomen S€ rechaza Ho




Andiisis de regresion para el modelo fineat para el intercepto Y =a +b* X

En ka que ta variable dependiente es el Area
La variablke Independiente es la Concentracién real

Como se aprecic en ka Tabia 43, ka tca es menor 0 K tasca. pof ko que al considerar
los criterios de aceptacion de tas hipdtess planteadas para el intercepio; ia hipdtesis nula
no se rechazo: por lo que, ka ordenada al erigen s incluye al ceto.

En cuanto a los imites presentados en 'a Tabla 43; ko moyoria de los datos se
encuentran dentro de los Limites de Confianza.

Tabia 43. Regresidn del modeko linedt para ef intercepto para Sefenito.
Parémetros | Estimado | Eror Esténdar | tea tctca |P-valor] LLC LS.C
intercepto | 176.767 77.533 207989 | 2.144788 | 0.0401 | 162.1001 | 164.5375
Pendiente | 160.908 1.16885 137.663

Después de que se determind, que el modeio es linedl vy que cumple con los
parametros de inedlidad, $e realize un andiiss de resducles.

Lo Tabka 44, muestra que ko Rcuadroda, con un valor de 99.926%; sefala o
inealidod del sstema y que ja vanablidod en e drea se debe a cambios en la
concenfracién; mientras, que e emor esténdar del estimado aporta informacion acerca
de o desviocion estandar de los residudles con un valkor de 0.795; y que & emor absdluto
de la Media es de 0.545, indicando el volor medic de los residuales.



Erika Varcla Hernidndez Resultados y Discusidn

B valor de D.W para Selenitc es de 1.892 ko que permite determinar que no hay
ninguna corelocion significativa, segin el orden de apanicion de los datos; ya que para
que este fendmeno se presente ka prueba estadistica de Durbin-Watson {DW} debe ser
mayor de 1.4 y una probabifidad {P) mayor de 0.05, come lo es en este caso.

Tabla #4. Andliss de Residuales parg Selenifo.

R-cuadrada = 9% 924 Porcentaje
Error Esténdor del Esimado = 0.795
Error absoksto de Media = 0545

Estadisica de Durbin- Watson = 1892

Se plontean s siguientes hipdtess parc determinar ko fneckdad en ko
Concentracidn Adicionado.

Ho: H sstema presenta una correlacion significativa en la propiedad medida
HA: H sstema no presenta una cormekacion sigreficativa en ka propiedad medida

Criteric de Aceptacidn
Fea<Famca NO se rechaza Ho
Fea>Fasiea Serechaza Ho

Lo Taobka 45, de Andiss de Vararza (ANOVA), para anatizar o fos residuales;
proporciona informocién, acerca de que no existe una comelacion estodishicomente

significativa entre los residuales; debido a que ka Fea €s mayor a I Foiea,

Tabla 45. Andliss de Varianza para los Residudles.

Fuenie cSumlu del g.lL MI del Feakcsoda | Forlica
Areq. Red 119918 1 11991.8 | 18951.21]2.1447
Resickiales 8.22602 | 13| 0.632771

Total [com 12000.0 14
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B Gedfico 24; permite observar de forma mds dara, que el sistema no presenta una
corretacion signficativa; en el. andisis de residudles para Sefenito.

[ =
« F ]
_o,::— =
En: 8 d B £ E_'
T Tt o | ]
g af 3
<+ F —
o a ]
-Bb = -
D o o &0 o 10D
Area Predicha

Gréfico 24. Andilisis de Residuates para Selenito.

Se rediza un andisis de voriable mittiple. que permite calcuar varios datos
estodisticos de interés: como kas comelaciones, un parcial de corelaciones, enfre fodas kxs
vanables analizodas para la Selenito v del cudl se deriva el Gigfico 25, que permite
observar que no hay comelaciones entre kas variables onalzados.

Este Grdfico 25, prueba de manera cara que no hay comelacion entre las varnables
onaiizadas ¥ que siguen una tendencio propia; tanto; el d&rea, Grea enfre concentracion,
Concenfrocién  Estimada, Concentracién  Bstimada  entre  Concenbracidon  Redt,
Concenfracidn real, ni para ei Emor Estimado de la Concentracion ni del Areq.

Grdfico 25. Comelacion enfre las variables en estudio

91




Erika Varela Herndndez Resultados y Discusién

Asi como también se muestra gque no hay comelaciones enfre el error de la
concentracion estimada, ni en el efor del drea estimada, observando que siguen una
tendencia agrupada, pero sin rekacionarse entre si; tal come se muestra en ef Grafico 26.
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Grdfico 2. Comelacion entre € error de la
concentracion estimada

En k1 Tabla 44, se evaluaron los pardmetros obtenidos, del andisis estadistico
recizadc para el para el emmor del Grea estimada y el emor de la concentracion estimada.
£n tos cudles aparece a medida de tendencia central, medica de varidblidad y medida
de forma. Pero uno de kos datos que mkxs informacidn oporta a este andlisis es ka skweness
estondaizoda ¥ ka kurtoss estandarizoda; porque con eka se puede determinar i kas
variables presenton una dishibucion nommal; sendo e! aiterio de aceptocidn volores que
se encuentten dentro del rango de -2 a +2. pora indicar que presenton dicho
comportamiento; por lo que.en este andiss kas vanables no se encuentran dentio de este
rango; esto quiere decir que existe alguna variabiidod de fos datos.
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Tabla 45. Pardmetros estadisticos para et Bmor del Area estimada
y el Emor de ia Concentracidn estimada para Selenito.

Emros Area Emror Conc.
Pardmeio
esiimoda esfimada
Estimado 15 15
Promedio 0.185 0.167
Varanza 3.429 3859
Dorviodid
i 1.852 1.945
Estandar
Minmo 5229 -2764
WMTamo 2.690 5.669
Rango iNne 8.433
Skewness
’ -2.766 2948
Estandar
Kurtosis
3847 4.221
Estandor

4.7.1.1 PRECISION DEL SISTEMA

Postesiormente se muestron los parGmetros estodisticos obtenidos pora evaluar si el
&reqa (piopiedad medida), se encuenfra denfro del intervale de frabgjo vy s es precisa:
para efo se rediizo un sextupbcado de las concentracidn de 40ppm frabaiada en a
ineakidad de! sistema para Selenito, obteniendo un coeficiente de variacién menor de Z;
por lo tanto el sistema es preciso. En ka Tobla 47, se encuenitan los resultados estadisticos
cobtenidos del onterior andiisis.

Tabla 47. Datos estadsticos para evahka ka Precision del sistema de Sefenito.
Promedio del Area/ Conc. | 32679
Desv. Esténdar 164.6760
C.V (%) 1.844
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4,7.2 UNEALIDAD DEL METODO

La neaiidad del método para Selenito se realizd, con Iml de muestra (kquido
ruminal); o esta se ke afiadieron las siguientes concentraciones {20, 40, 40, B0, 100 ppm), en
cada mi. respectivamente y posteriormente se aforaron a Smi. Este ensayo se redlizd por

irplcado.

£n la determinacion de Enedidad det método para Selenito, se frabajo con
concentraciones adicionadas ¥ recuperadas; de elias se obluvo el porcenige de
recobro, con & cudl se reclizd este andlisis. En ka Tabla 48, se observan estos resuttados.

Tabila 48. Lineakdad del método de Selenito que muestra la Concentracion

Adicionada, Recuperada y % Recobio.
sktema | Conc.Adic | Conc. Recup | ZRecobro
1 23.459 23.746 101 2234
2 23.459 24.066 102.5875
3 23.459 24.143 102.9157
4 43.459 452024 1040613
5 43.459 44 852 103.2053
6 43.45% 45504 104.7056
7 63.459 64.591 101.7838
8 63.459 64.383 101.4561
9 £3.459 64258 101.25%1
10 83.45% §4.318 101.0292
11 83.45% B85.629 102.6001
12 83.459 83.593 100.1606
13 103.45% 104.42467 100.9353
14 103.459 - 103.8359 100.3643
15 103.459 104.0184 100.5407

Para to §nealidad del método de Sedenito es imporiante determinar el modelo
Eweolqmseobﬁenede(andﬁsisdereg{esién.elcmiexp&coIuva'iodéndeh
concenhacién recuperada que esta en funcién de la concentracion adicionada. Dicho

modelo €5 el siguiente:

Conc. Recup = -0.095782% + 1.012*Conc. Adic
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En el Gnifico 27, se observa ka Eneohdad existente enfre ko Concenfracion
Recuperada conira la Concentrecion Adicionada.
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Grdafico 27. Linealidad entre la concentracion
recuperada v la Concentracion adicionada,

En ka Tabla 49: se muestran, los pardmetros estadisticos obtenidos de la regresidon
de Sefenito; y los cudles amojan a sigajen'r_e informacion; el Coeficiente de Determinacion
de 99.96%, indica que lka variabdidad en ka Concentracidn Recuperada se deben a los
caombsos de la Concenfracidn Adicionada; mientras que el coeficiente de comelacion de
0.999. muestra que hay una fuerie retacion linedl entre las vanables de esfe estudio.

La pendiente es de 1 lo que muestra que ko inealidad del méiode es corecio y un
intercepto cercano de 0.

B coeficiente de Yariacién es de 3.79%: menor de 5% es deck. esta dentro del
criterio de aceptacion para inedidad del método.

Tabla 49. Pardmetros estadisticos de regresidn para Selenito.

Pendiente (m) 1.012
infercepio (b) -0.096
Coeficiente de Corelocién (1) 0.99%
Coeficiente de Determinacién (17) 0.99¢
CV (%) 3.799
LILC.LS.C
intervalos de Confionza para b $5%
1.006, 1.019
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Posteriormente se establecen kas hindtesk que determinan si existe una relacién
fineal enfre ko Concentracién Recuperada v ka Concentracion Adicionada:

Ho: No existe una relacidn Snedal enfre la Concentracion Adicicnoda y ka Conceniracion
Recuperada.
HA: Existe una relacion ined enfre la Concenfracion Adicionada y ka Concentracion
Recuperceda.

Criterio de aceptacién
Si Feal < Feica NO se rechaza Ho.
Si Fea > Fameo Se rechaza Ho.

Se realiza una Tabla, de ANOVA para Selenito, con el objetivo de determinar si ta
inealidad del método cumple con kxs hipdtesis antes plantecdas. Con dicha Tabla
probamos que ka Fea €5 mayor a ka Fomee rechazdndose asi la hipdtess nuta; por ko que,
exsie una relacidn ned enfre ko concentrocidn adicionada y la concentracién
recuperada; tal como se observa en ka Tabla 50.

Tabla 50. ANOVA para Sefenito Recuperado.

Suma de Media de
Fuente gl Fealcwiada Fodica
Cuodrados Cuodrados
Regresién 122897 | 1228%.7 3342376 | 4.52136E-22
Residudles 4780 13 03468
Total 12294.5 14

También se reafizd un estudio de residuales, el cudl permiten determingr si hay
relacidn significativa entre los resuttados. De los pardmetros mds importantes en este
andiiss es el valor obienido de la estodistica de Durbin-watson (DW); el cudl, debe ser
mayor de 1.4; obteniéndose en este andiisis un valor de DW= 2.4874; lo que indica, que en
los residuales no hay una relacion significativa en el orden en et cudl aparecen los
resuttados.
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La Grafica 28, muestra que ks residuales no presentan una relacién significativa
con o5 resuttodos oblenidos para Selenifo ¥y que su comportamientce es ndependiente
para cada concentfracion.
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Grdfico 28. Residuales para Selenito en la
inegidad del método.

En el Grafico 29, se muestra el comportamiento homogéneo que presentan bos
valores observados con los estimados, asi como su tendencia ineal ko que corobora la
inealidad del método para Sefenito.
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Grdfico 29. Concentracion recuperada de los
observados v los estimados para Selentto.
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Se redfizd también la piueba del intercepto dada por ka recta ¥ de ka cudl se
establecen las sigulentes hipbtess.
Ho: ${ b=0 La ordenada of origen es cefo.
HA: §i b#0 La ardenada al onigen es diferente de cero.

Criterio de Aceptacidn
Si tear < temca NO 5€ rechaza Ho.
Si teal > tomea Se rechaza Ho.

Paa esta prueba se reaizd un andiiss de regresién en el que ka varable
dependiente es ka Concentracidn Recuperada ¥ ka varicbie independiente es ka
Concentracién Adicionada; representada por este modelo fined Y =a + b*X.

En 1o Tabdka 51; se muesiran, los resultados obtenidos para € ntercepto; en los
cudales, se observa que I teacueda €5 Mmenar que K toica: por o fanto, ia hipotesis nulo no
se rechaza; es decr, o ordenada al origen incluye al cero. En cuanto a ka pendiente es
cproximada a 1 por ko que si cumple con kos pardmetros establecidos.

Tabla §1. Resudtados de los pardmetros para el intercepto en fa Lineakdad del

método de Selenito.
Parémedro | Esimado | Error Estandar | teacsoda | teiica | P-valor
Intercepto 0.127 0.405 1803 | 2145} 0.01&
Pencliente 0.998 0.006 171.005 0.000

En ko Tabla 52 se mweshan, los pardmetios estadisticos oblenkdos para el
porcentaje de recobro; de kos cuddes se determind un coeficiente de variocion menor de
5%: por lo que, cumple con el criterio de aceplacidn; ademds, de que los resuttados de
porcentaje de recobro se encuentran dentro de kos #mites tanto superior come inferior.

Tabla 52 ParGmetros estadisticos pora el BRecobic de nealidad ce! método

para Setenito.
Promedio del %Recobio 01922
Desviacién Esténdar {S) 1.36%
C.¥ (%) 1.343

Intervalo de Confianza para la LILC. LSC
Media poblocional {X) 100.164,102.679
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4.7.3 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Para ta evdluacidn de ka exactitud y repetibilidad, se trabajo con el porcentaie de
recobro obtenido de 1 emnsayo; que consta, de ko adicion de un esténdar de Selenito con
concentracién de 60ppm, a tml de kquido ruminal y Bevandose a un aforo de Smil. Dicho
ensayo se fediizd por sextupliicado: obteniéndose los resutados de ta Tebla 53.

Tabda 53. Resuttados obtenidos de % Recobio para exactitud y repetibfidod

de Selenito.
Concentrackn
% Recobro
Adiclonada (ppm}
60 99.339
&0 100,116
&0 99 297
&0 99272
& 99084
60 99.905

Se reaizd ka prueba estaditica de t aun nivel de significancia del 29.99% o una o
0.001; que permiten deterrminar ki variobilidad gue existen entre la canfidad adicioncda y
el porcentaie de recobro; por ko que se pkantean las siguientes hipotesis:

Ho: §i el TRecobro = 100%. H porcentaje de recobro es igual al 100% para Selenito.
HA: §i el TRecobro #100% B porcentaje de recobro es diferente de 100% pora Selenito.

Critefio de Acepiocién
Si teal < taico NO se rechaza Ho.
Si tea > t oiico Se rechaza Ho.

Para la evaluacién de estas hipdtesis se determinaron los pardmetros expuestos en
ka Tabla 54; en los cudles, se observa que ka tea s menor a ka toeca pof lo que, el método
es repetible aun nivel de confionza del 99.99%; ademds de que Yos resuttados de recobro
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se encueniran denfro de los imites tanto inferior como superior; asi como, el promedio.
Pcrcdeiernﬁ'rcxsiesexcdoseobwvoelc.v.dcudesde0.4l9f90fbtcnto,esmenord
5%; y con estos criterios se determing la exactitud y repetibidad de este método para
Selenifo.

Tabla 54. Resuliados obtenidos para determinar exactitud y repetibidad

poro Sedenito.
Promedic 99.4%1
Desviacion Estandar (S) 0417
C.V{%) 0419
tea 2994
tomca 68469
Inlervalos de LILC.LSC
Conflonzas ol 99.99% | 98.321.100.659

4.7.4 PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Paa ko evduacidn de la precisién y reproducibiidad, se utiizé un ondlsis
estaditico llamadc modelo factord jerdrquico; el cd, se evalud con los resultados
obtenidos para % Recobro de Selenito, a una concentracién de s0ppm, siendo anaiizodos
por gos dias ¥ dos analistas diferentes. Obteniendo los resuttados de ka Tablka 55.

Tabla 55, Resultados obtenidos de %Recuperado para determinar
Precision y reproducibiidad para Selenito.

Analista 1 | Analista 2

70.4422 73.0838
Dia1 737773 71.6796
69.5322 70.3552
69.6529 73.286
Dia 2 £69.889 71.8571
72.55931% 72.5154
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Se establecen ias siguientes hipdtess, kas cuales permiten deferminar si existe
ciferencn enfre los porcentajes de recobro de Selenito obtenidos entre analistas y os dias
andafizados.

Dichas hipotesis son:

Ho: No existe efecto del analista y e dia en el parcentaie de recobio.
HA: Bxiste efecto del ondfista y el dia en el porcentae de recobro.

Criterios de Aceptacion
Sl Feal < Fiax NO se rechaza Ho.
§i Fed > Fiab Se rechaza Ho.

Para determinar que criterio de aceptacidn cumple este ondliss, se realizd un
AndGlisis de Vanarnza con los resultades de porcentaje de recobro para Selenito; ya antes
presentados en fa Tabda 59.

Con e andlisk de Varianza de ka Tabla 56, se determing que la Fea €5 menor a la
Fame, por lo gue el método es reproducible, ya gue no se rechaza Ho; ademdas de que se
cbserva que los porcentajes de recobro obtenidos no presentan efecto entre analistas, ni
entre dias en el andliss.

Tabla 56. Andiiss de Yarianza del porcentafe de Recobro de Selenito.

Fuente gl S.C C.M Fea F b
Analixta 1 4.049 4.047 5015 18.513
Dia 2 1.615 0.807 0.325 4.459
Eror 8 19.888 2.48%6
Tokal 11

Lo exoctitud se determina de forma simuttdnea con los porcentajes de recobre
obtenidos onteriomente y de ellos se pueden oblener los pardmetros sefiaiados en la
Tobla 57.

Dicha Tabla 57, indica que el Coeficiente de Variacion obtenido es de 2.129 «l
cudl es menor de 5% que es imite del criterio de oceptacion para muesiras biokbgicas; por
lo que. el método es si es exacto para Selenito; ademds de que no mucha desviacion de
los resudtados como se muestra con el valor de ia Desviacion Estandar de 1.524.
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Tabla 57. Pardmetros estadisticos para determinar la exactitud del método

para Selerito.
Promedio | 71542
Desviacion
Esténd 1.524

CV(® | 2129

Sd-opa'opercb'rrnejorelefecioquemvoeldaymdsicenesie&mxiose
muestra e Grafico 30, en kos que se puede onglizar que no existe diferencia significativa
enlosporcen?q'mderecobmob1eridosp-cmeleiec100ic.vaq:ecamseobsewcse
traslcpanlosreaﬂodospame{DiclyZbcudihdccquemh‘pa'roeld’nquese
trabaje se obtienen porcentaie de recobro simiares, osi que el efecto Dia no influye en
este andlisis.

En cuanfo al Grdhco para el analista, se observa que fambién se fraskapan fos
rewﬂqdospaukxdosadﬂcswbquemhpaicqueondsmreaioee{cnﬁshse
obtienen porcentajes de recobro simiares, por lo que el efecto dia fompoco infliye en
este andksts.

%Recobro
)
%Recobro
a ® o9 W o
v
bsed

Dia Analista

Gréfico 30. Comparacién de resultados obtenidos de dia y analsta
para Selenito con Intervako de Confianza det 95%
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4.8 SELENATO

4.8.1 UNEALUDAD DEL SISTEMA

ia cuva de caibracion para Selenato, se pleparé con ki siguentes
concentraciones: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5ppm; para preparar cada punic ge ka curva, se
pa’rbdeunc:sobdénsiockdelal)ppmdeSelefmo:comosemJesﬁaen!aTobIas&

Tabla 58. Preparacion de la Curva de Calibracién para Selenafo.

Alicuota | Aforo | Concentracién
(0 | (m) {ppm)
0.5 5 0.1
1.0 5 02
i5 5 03
20 5 0.4
25 5 05

Una vez preparada ka curva de calibracién se inyecto cada punto de la curva pol
tripicado.

EnlcTobloS?,seobservmlasomcenﬁadamabsaﬂesseﬁevoaccbodicm
curva de calbrocion v ias areas que se obtuvieron para coda concentracion.

Tabla 59. Cuwodecqi:rccién realizada para k inealkidad del sistema.

IConcentracikén| Areas AreafConc
0.1 3241 324110
0.1 3335 333550
0.1 3232 323200
02 6554 R7740
0.2 6485 324260
02 6535 326795
0.3 9335 311190
0.3 9416 313873.3
0.3 9845 3281933
04 12733 3183475
04 12384 309617.5
0.4 12851 321290
0.5 16007 320154
0.5 15835 316702
0.5 15917 318356
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Paa iniciar el anddisis, se recizd una regiesidon smple del Area entre ko
Concentracion.

Los resuticdos para ja inealided del sstema demuestran, el modelo inedct que
describe lo relacidn que existe entre ef Area vy fa Concentracion reql. La ecuacién gue
explica dicha retacion Ened es la siguiente:

Area = 176.767 + 160.908*Conc. Red

8 Grdfico 31, muestra la refacion ined que presentaron kos resultados de Area
contra Concentracidn.
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Gréfico 31. Relacion ned del Area confrala
Concentracion para Sefenato.

los pardmetros evaluodos para negidad del sstema de Selenato son los
expuestos en ka Tabla &0; los cuales, indican que un coeficiente de determinccion {r2) de
99.99%. determina la inedlidad del sistema y que la varmab#dad en el drea se debe a os
cambios en la concentracién; mienitos, que un coeficiente de comrelacitn gual 0.999
indican una refacion relativamente fuerte entre kas variables.




La estimacion del emmor estdndar es de 128.041. mostrando ta desviacién estandar
que presentan tos residucdes.

Tabla 80. Pordmetros de regresion simple para Sefenato.

Para observar que tos residugles no presentan nNgunNa

Coesficiente de Correlacién | 0.999

r 0.59%

Estimacién del 128.041
Error Estindar

sigreficativa, se presenta el Grafico 32
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Gréfico 32. Tendencia de los residucies

para Selenato
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También se determino ef comportamiento que presentan los valores observados
con 105 estimados; con el objetivo, de observar que los resutados observados siguen la
misma tendencia y homogeneidad gue los estimados. En el Gigfico 33, se observa este
fendmeno.
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Grafico 33. Comportamiento de tos valores cbservados
con los estimados para determince ka ineadlidad de Selenato.

La Tabta de Andisis de Varianza {ANCVA) se realiza; con el fin, de demostrar ta
relocion que existe entre las varicbles estudiodas; para ello, se planieon los siguientes

hipotesis:

Ho: No existe una relacion Bned enire ka conceniracion v ka propiedad medida.
HA: Existe una relacion finedl entre la concentrocion v ko propiedad medido.

H criteric de aceptacién para estas hipétess son:
Si Fe < F ctica NO se rechaza Ho,
Si Feal > F cimce Se rechaza Ho.

En ka Tabla é1. de ANGVA se observa que el Fea €5 mayor a ka F amcas; por 10 tanto,
se acepta HA; entonces, s existe una relacién ned entre la concentracién y o propiedad
medida.
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Tabla §1. ANOVA para Bnedlidad simple de Setenato con un nivel de

confiarza ded 5%
Suma de Media de
Fuente gl F cat Fotca
Cuadrados Cuadrados
Regresion | 9.26563E8 | 1 | 9.26563E8 |12160.22| 3.35765E-20
Residudles| 9905510 13| 761962

Totdl 9.27554E8 | 14

Posteriormente se evalud para Selenato ko prueba del intercepio, dada por ko
recta; de la cudl, se deriva fos siguientes hipdtesis:

Ho: §i b=0 ka ordenada al origen es 0
HA: Si b=0 ka ordenada ol ofigen es diferente de 0

Los criterios de aceptacion pora dichas hipdtesks son:
tea < tomca MO s€ rechaza Ho
tea > tomeo Se rechaza Ho

Andilisis de regresion para el modelo inedl pora el intercepto Y =a + b* X
En ka que ia vaniable dependiente es el Area
La variable Independiente es ka Conceniracion real.

Comao se aprecic en ka Tabia 42, 1a tca €5 mencr d K fetea por lo que al considerar
10s criterios de aceptocién de Yas hipdtess plonteadas para el infercepto, lo ordenada ol
ornigen s incheye al cero.

En cuonto a los Emites presentados en la tabla de regresidn del modelo fined la
mayoria de fos datos se encuentran dentro de kos Limites tanto Inferior come Superior.

Tabla 42. Regresidn del modelo nedl para el ntercepto para Selenato.
Parémetros | Esimado | Emor Esténdar | tea folen |P-valor| LIC LsC
Intercepto | 172.467 167.14% 1.032 |2.145( 0.321 |31558.08{32128.09
Pendiente | 277.873 2519 110273
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Uncvezquesedefelrrinoqueelmodebesineclyquecuwpleconbs
parémetros de inealidad, Se reckzo un andisis de residuates.

En la Tobla 43 se mwestran los parametros estadisticos obtenidos para los
residuales, como el coeficiente de determinacion {r2), que posee un valor de 99.68%; €
cuﬁi,imiwbinedidcddelmoddchpebvambidodeneléreused-ebeolos
cambios en ko concentracion; mientras, que el eror esténdar del estimado Proporciona
informacién ocerca de la desviacién estandar de tos residuales con un valor ge 0.005; en
tanio.queelerrorcbsokﬁodehMecﬁaesdeo.w,quedadvokxmedodebs
residuales.

La prueba estadistica de Dubin-Watson [DW) permite determinar si hay clguna
corelacidn significativa basada en el orden de aparicién de kos datos. Debido a que &
vd-ordeDWesrm:ryordel.4ymprd>cbidod[P}myudeD.05,nohcvunaserioo&ﬂo
comelacion que altere el orden de los residuales.

Td:tu“.ArﬁEsisdeRedd;despaolnineaidoddelSMemodeSe&enato.

R-cuadrada = 99 88 Porcentiaie
Error Esténdar del Estimodo = 0.005
Eror absoluto de Media = 0.004
Estadistica de Durbin- Walson = 2343

Se piantea ka siguiente hipdtesis para determinar que ka concentracion adicicnoda
es ineal

Ho: H sistema presenta una comelacion signtficativa en la propiedad medida
HA: H sstemna no presenta una cometacion significativa en la propiedad medida

Criterio de aceptocitn

Fea<Feoica Mo se rechcza Ho
Fea>Feinca Serechaza Ho
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Por lo tanto se presenta ka Tabka 44, de AndGlEiss de Variarza {ANOVA), para analizee
los residudles; ka cudl, proporciona informacion acerca de que no existe una corelocion
estadsticamente significativa entre los residuales; debido a que la Fea €5 mayor g kg Feica.

Tabla $4. Andlisk de Varianza para los Residuales para Sefenato.

Fuente cs""“""l d"l gl "“d"“:; Fescstada | Fomc
Areqa Real 0.29% 1 0299 [11138.59]2.145
Residuales 00003 [ 13| c.000026

Totd {comeg) 0.3 14

Para comoborar que el sistema no presenta una comelacion significativa entre el
area predicha con kos residudles, a confinuacion se muestra el Gréfico 34, oblenida del
andisis de residudles para Selenato.
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Grdfico 34. Andisis de residucies para Selenato.

Se reaiza un andlsis de varable molfiple que permite calcular varios datos
estadisticos de interés como commelaciones, covaranzas ¥ un parcial de comelaciones;
para fodos kos parmetros anafizados en este estudio. Defivandose e Grafico 35 que
permite observar que no hay corredaciones entre las variables analizadas; ademds, de que
muesiran una tendencia homogénea, pero no comrelaciones enfre si; ya que. sus
resudtados no se traslopan unos con ofros.
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vs Cd

Grafico 35. Comelacion entre las variables de
estudio oara Selenatc

Asi como también se muestra que no hay coirelociones enfre el erfor de la
concenitacion estimoda y el ermor del area estimada; osl como se sefiaka en el Grafico 34:
que demuesita que jos valores del emor de la concentracién estimada siguen una misma
tendencia perc que no se ve afectada por los valores obtenidos para e eror del &rea
esfimnnin

i o] Error Conc Est

Y

Grdafico 35. Corelacion entre el BEror de ka-Concentracion
Estimada v el Bror ded Area Estimada para Setenato.

En la Tabla 65; se muestran, ks pardmetros estadisticos obtenidos. para el egor del
areq estimada y el emor de la concentracidn estimada. En ta cud aparece la medida de
tendencic centrol, medida de vanabfdidad y medida de forma.

Pero uno de los datos que mds informacion aporfa a este andlisis, es ia skweness
estandarizada y ka kurtask estandarizada; ya que puede, ser usada para determino s kas
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vanables presentan una distribucidn nomal; sendo el criterio de aceptacion valores que
se encuentren dentro de un rango de -2 a +2; en este caso, kxs variabies se encuentran
dentro del rango esperado.

Tabla &5. ParGmetros estadisticos para o Emor del Area estimada
y el Bror de ko Conceniracidn esfimada para Setenato.

Emror Area | Emor Conc.
Par&metro
eslimada estimada
Estimado 15 15
Promedio 200.512 0.021
Yaranza 288.61% 2997
Desviacion
16.989 1.731
Estandar
Mirdmo 873.171 27
Mdamo 927 456 281
Rango 54296 551
Skewrress
0.470 039N
EstGndar
Kurtoss
0873 03893
Estandar

4.8.1.1 PRECISION DEL SISTEMA

A conlinuacion se muestron los pardmetros estodisticos obtenidos para evaluor s el
drea {propiedad medida), se encuentra denfrc del intervalo de trabaje y si es preciso:
para elo se realizo un sexiupicado de ta concentracién de 0.3ppm, obteniendc un
coeficiente de variacién de 2; por ko tanto, el sstema de Selenato es preciso.

En la siguiente Tablka 64, se encuentran los resuitados estadisticos que se derivan de
anterior andlisis.
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Tabla &6. Datos estadisticos para evaluar a precision del sistema de Selenato,
Promedio del Area/ Conc. | g470.321
Desv. Estandar 321158.578
C.V (&) 2077

4.8.2 LINEALIDAD DEL METODO

La ineakdod del método se reaizd, con 1mi de muestra {iquido rumingl) v a cada
ml. de muestro; se ke ahodieron, respeciivamente kas siguientes concenfraciones [0.1,-0.2,
0.3, 0.4, 0.5ppm); aforarondose a 5mi.

Para determinar ko Eneckdad del método de Selenato, se trabaje con
concentraciones adicionadas y recuperadas; de estas se obluvo el porcentaie de
recobro, el cudl ser@ Gl para levar este andlisis. En ka Tabka 67, se observan los resuifodos
obterrdos.

Tabla 67. Lineakidad del método de Selenato que muestra ko Concentracién
Adicionada, Recuperaoda y % Recobro.

Sitema | Conc Adic m % Recobro
] 0.126 0139 | 109573
2 0126 0145 | 114953
3 0.126 0144 | 114160
4 0226 0253 | 111660
5 0276 0263 | 116122
6 0226 0267 | 117.756
7 032 0393 | 120343
8 0.326 0375 | 114951
9 0.326 03%9 | 122181
10 0.426 0499 | 117237
n 0.426 0501 | 117.425
12 0.426 0517 | 121.130
13 0.526 062 | 118.035
14 0.526 0630 | 119.699
5 0.526 0617 | 117.382
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Para fa ineglidad del método es imporiante determinar el modelo inedt, que se
obtierne del andliss de regresidn; el cudl, expica que ka variacion en lka Concentracion
Recuperada es proporcionad a la Concentrocion Adicionada. Dicha ecuacién es ka
siguiente:

Conc Recup = 0.0957829 + 1.0127Conc Adic

Para observar este pardmetro de ineckdad; se obtiene el Graico 37; que muestra,
la tendencia inecf oblenida de ko Concentracién Recuperada contra ka Concentracion
Adicionada para Selenato.

18 F 3
1w =
5 wF 3
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aE 3

s E ; . . . ; -

[] k. | H " ] & 1 1

Concentracién Adicionada

Gréfico 37. Lineakdad enire ka concentracion
recuperada y ka Concentracion adicionada.

Para este ondiisis es mportante mencionar los pardmetros estadisticos de regresion
obienidos para Selenato; kos cudles, se muestron en ka Tabla 48; amegando, ka siguiente
informacidn; un coeficiente de determinacion (2] de $9.99% ndica, que la variabfidad en
la Concentracién Recuperada se debe a los cambios en ke Concentracion Adicionada:
mientras, que un coeficiente de comelocidn de 0.998, muestra una fuerte relacion Eneal
enire las vanables de este estudio.

La pendiente es de 1 lo que muesira que la ineakidad del método es comecta y un
nterceptc cercano de G.
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H coeficiente de Variacitn es de 6.04%; siendo, mayor al 5%; por lo que, no esta
deniro del criteric de oceptacion debide a que ko degradacidn de los otros Seleno
compuesios se convierten en Selenato.

Tabta &8. Pardmetros estadisticos de regresion para Selenato.

Pendiente (m) 1.012

intercepto {b) 0.096

Coeficiente de Corelacién {1} 0.999

Coeficiente de Determinacién (12) 0.998

C.V (%} 6048

. LI.C, LS.C
Intervalos de Confionza para b 5%
-1.169, 1.195

A continuacion se establecen las hipdtesis que permiten coroborar que existe una
refacion ined entre lo concentracién recuperada contra la concentracién adicionada:

Ho: No existe una relocion ined enire lo concentracion adicionada y la concentracion
recuperada.
HA: Bdste una relacion nedl enfre la concentrocidn adicionada vy Ja concentracion
recuperada.

Critefio de oceptocitn
Si Feat < Falice NO s& rechaza Ho.
Si Fea > Forticn Se rechaza Ho.,

Para determinar si ko Bneckdad del método cumple con ks hipdtesis antes
plantecdas, se redliza unc Tabla de ANOYA para Selenalo; ke cudl, aroja tos siguientes
resuttados: una Fea moyor 6 ka Fameo, rechazdndose sl la Mpdtesis nuia; por io tanio, exste
una redacién lineal enfre ka Concentracion Adicionoda vy la concentracion Recuperada,
tat como se sefiala en ka Tabka 9.

114



Erika Varela Hemnéndez Resuttados ¥ Discusion

Tabta 4. ANOYA para Sefenato Recuperado.
Suma de Media de
Fuenie gl Feoicada Folica
Cuadrados Cuvadiados
Regresdn 0.4356 1 0.435 716198 | 9.18738E-19
Residuales 79+ 13 6ES

Total 0.4371 14

Ofro de los parémetros de estudio son los residudles, que permiten determinor si
hay relacion significativa enfre los resuttados; y uno de los parameiros mas importante en
este andiiss es el vaior cblenido de fa estadistica de Durbin-Watson (DW), el cudl debe de
ser mayor de 1.4; en este caso se obtuvo un valor de DW= 2.903; io cudl, ndica que en
esta prueba estadistica de residudles no hay una retacion sigrificativa en el orden en el
cudl aparecen los resutfodos. Para una mejor visuakzacion de este fendmeno a
confinuacion se muesira la Grafica 38.
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Estimados de 1a Concentracién
Recuperada
Gidfico 38. Residuaies para Selenatc en ia lineaidad del
método.
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H Grafico 3%, permite ver de mejor manera el comportamiento fnedl y la
homogeneidad que presentan los valores observados con los estimados en la inealidad
del método de Selenato.

Observados

L (T T T W

L L~ L ) L

o

Estimados
Grafico 3?9.Concentracidn recuperada para Setenato.

También se reclzd la prueba del intercepto doda por o tecta y de ka cudl se
establecen los siguientes hipatesis:

Ho: § b=0 La ordenada al ofigen es cefo.
HA: 51 b#0 La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de Aceptacion
Si tea < tomco NO se rechaza Ho.
Si teat > tolca S€ rechaza Ho.

Para esta piueba se reaizé un andiss de regresion; en el que. ko varable
dependiente es la Concenfrocidén recuperada vy ko variable independiente es ia
Concentracion adicionada; representada por este modelo kned ¥ = a + b*X.

En la Tabla 70; se mueshian, ios resuitados obtenidos pora el intercepto: en los |
cuales, 0 feocuade €5 Menor que kK fosca pOr ko tanto, Ho no se rechaza; asi que, ka
ordenada al onigen es cero. En cuanto a la pendiente posee un valor de 1; porlo que, si
cumple la ineclidod del método con los pardémeiros establecidos.
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Tabla 70. Para el intercepto en la Inedlidad del método de Selenalo.
Parémelo | Eslimado | Error Estandar | fcacwada | tetica | P-valor
Intercepio | 0.096 0.378 0253 | 2.145( 0.804
Pendiente 1.012 0.006 182.822 0.000

En ka Taobla 71, se muestran los parGmetros estadisticos obtenidos para el
poicentaje de recobro; de los cuales, se determind un coeficiente de variacidn menor de
5%; por lo que, esta dentro del citerio de aceptacién; mientras, que los resultados de
porcentaje de recobro se encuentran dentro de los Bmites tanto superior como inferior.

Tabla 71. Pardmetros estadisticos pora el ®Recobio de inedfidad det método

para Selenato.
Promedio del %Recobro 116844
Desviaclén Esténdar {S) 3.433
C.¥ (%) 2938
infervalo de Confienza para la LILC,LS.C
Media poblacional (%) 114.943, 118.745
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4.8.3 EXACTITUD Y REPETTBILIDAD DEL MEFODO

Para k evalsacidn de la exactitud y repetibiidad. se frabaje con el porcentaie de
recobrc obtenido de | emsayo; que consta, de ka adicion, del esténdar de Selenato a una
concenfracidn de 03ppm, a un mi de kguido umind. Bste emsayo se redizd por
sextupkcado: obtensendo los resuitados de ka Tabla 72,

Tabla 72. Resultados obtenidos de % Recobio para exoctifud y repetibiidad

de Selenato.
Concendracion
% Recobro
Adicionoda (ppm)
&0 102.348
&0 99.949
60 102.004
&0 102.098
&0 102.286
&0 100.031

Se redlizé vna prueba estadistica de t aun nivel de significancia del 7.99% ouna a
0.001; que permite, determinar ka variablidad existente, enfre la cantidod adicionada y ef
porcentaje de recobro; por ko que se plantean ias siguientes hipotesis:

Ho: Si el ZRecobro = 100%. B porcentaie de recobio es igual al 100% para Selenato.
HA: Si el RRecobio #100% B porcentaje de recobro es diferente de 100% para Selenato.

Criteric de Aceptacidn
5 tea < b NO s€ rechaza Ho.
Si tea > 1 oiico Se rechaza Ho.

Para poder evalsar estas hipotesis se determinaren ios parametros expuestos en ka

Tablo 73; en los cuales se observa que la tea €5 menor a la tamcg; por lo que, el método es
repetible aun nivel de confianza del 99.99%; ademds, de gue tos resulicdos de porcentaje
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de recobro se encuentran dentro de los imites tanto inferior como superion asi como,
también el promedio se encuentra dentro de este mismo rango.

Para determinar si es exacto se obtuvo el C.V; el cud, es del.}18; por Io tanto, es
menor a 5%; y con estos valores, se determing la exactitud y repetiblidad de este método

para Selenato.

Tabia 73. Resultados obtenidos para determinar exactitud y repetibiidad

para Selenato.
Promedio 101.456
DesviactSn Esténdar (S) 1135
C.¥Y (%} 1.118
tea 3.143
toiica 6869
inlervalos de LILC.LS.C
Conflanzas ol 99.99% | 98.274, 104.638

4.8.4 PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Paia la evaluacion de estos parametros, se utiizd un ondisis estadktico kamado
modelo factorial ferdrquico; el cudl, se evalud con los resulfados obtenidos pora %
Recobio de Selenato, utizdndose una concentracion de 0.3ppm, anclzandose pol dos
dics y dos analistas diferentes. Obteniendo los resuitados de la Tabka 74.

Tabla 74. Resuitados obteridos de TRecuperado para deferminar Precsion y
reproduciiidad para Selengio.

Analista 1 | Analista 2

0.3067 0.3105

Dia 1 0.3057 0.3247
0.3138 0.3289
0.3167 0.3118
Dia 2 0.3198 0.3187

0.3085 0.3284
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Para este ondliss también se establecen hipdtesis; ks cudles, permiten determinar
si exsten dferencios entre los porcentajes de recobro de Selenato obtenikdos entre
anacistas y los dias analizados.

Ho: No existe efecto del analista y el dia en el parcentale de recobiro.
HA: Bxiste efecto del analista v & dia en el porcentaje de recobro.
Criterios de Aceptacion

S Fea < Fias No s rechaza Ho.

Si Feol > Frab Se rechaza Ho.

Para determinar que criterio de aceplacidn cumple este andiisk, se reakizd un
Andfiss de Yaanza, con los resuttados obtenidos de porcentoje de recobio; ya antes,
presentados en la Tabla 74. Dicho Andisis de Varianza se muestra en la Tabla 75; en el
que, se determing, que ka Fwa s menor a ka P por lo que, no se rechaza Ho; esto
significa que el método es repreducible ya que con lo porcentajes de recobro obtenidos
no hay efecto de los analistas ni en el dia de andésss.

Dichas hipdtesks son:
Tabla 75. Andisis de Vananza del porcentaie de Recobro de Selenato. |

Fuente gl 5.C cCM F o Fos
Analista 1 22E-4 22E-4 7.027 18.513
Dia 2 6.375E05 | 3.1875E05| 0.582 4.459
Error 8 43E-4 |53833E05
Total 1

Lo exaclitud se determina de farma simutiénea con bos porcentajes de reccbro
obtenidos anteriormente; de kos cudles, se obtienen jos pardmetios estodisficos mostrodoes
en la Tobka 76; Yos cuales, indican que el Coeficiente de Variacién obtenido es de 2.55; el
cudt, es meno de 5%: por ko que, el método es s es exacto para Selenato.

Tabla 7é. Pardmetros estadisticos para detemminar ka exoctitud del método
para Selenato.

Promedio | 0314

0008

CVY(®) |255%




Erika Varela Hermnéndez Resultados y Discusién

Para representar de mejor forma el efecto que tuvo el dio ¥ andlista en este
estudio se muestra el Gidgfico 40; en e que se puede andizar que no existe diferencia
significativa en los porcentajes de recobro obtenidos para el efecto dia ya que se cbserva
un fraskape en los resuttados obtenidos de poicentaies de recobro para el dia t v Z por fo
tanto. no existe efecto del dia en ef andliss.

En cuanto al analista se observa que a pesar de gue se obtienen porcentajes de
recobro un poco mds elevados para et anaksta 2 si existe una zona de traslapamiento de
resuitados enfre analistas por lo que el efecto analista tampoco influye en este ondlisk.
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Grélico 40. Comparacion de resuttados obtenidos de dia y analista
para Selenato con Intervalo de Conficnza del 75%.

Otros pardametros de ka validacion que se determinaron, es el Limite de Deteccidn
y Cuantificacién; kos cuales, se deferminaron bajando ka concentracion de tos estdandares
y con ayuda del equipo: ya que, este proporciona el volor de 3 y 6 veces la desviacion
estandar.

Obteniendo ios resuttados que se presentan en ic Tabda 77:

Tabla 77. Resuttados obtenidos de Limite de Cuantificacion y Limite de Deteccion

Limie de Limite de
Cuantificacién | Deteccién
Seleno
China 2.5ppm 1.25ppm
Sefeno
Mefioning 7.5ppm S5ppm
Sels 2.5ppm 1.25ppm
SOy 0.0008cpm | 0.0002ppm
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4.9 Cuandificacién de Sedeno compisestos en Liguido ruminal.

Posteriormente se procede a la cuanfificacion de Seleno Citing. Sefeno Metionina
¥ 5e0: en la muestra de Liquido rumindl. A continuacién en la Tabla 78 se presentan los
resuttados obtenidos de dicha cuantificacién.

Tabla 78. Cuantificacion de Selenc compuestos en muestras de tiquido umina de
rumiantes sin fratamiento con bolos de Selenio.

Desivado del Selenic Concentracion (ppm)
Sedeno Cistina 5.074
Seleno Metionina 4518
5eCu 8.648X103

4.10 Cuanfificacién de Seleno compuesfos en Masa Bacferiana Ruminal.

B la Tabla 79 se presentan los resultodos obtenidos para cuantificar los Seleno
compuestos presentes en ko muestra Masa Bacteriana ruminal.

Table 79. Cuanfificacién de Seleno compuestos en muestras de Masa Bactenana
de rumiantes sin fratamiento con bolos de selenio.

Destvados de Sedenio Concentracién (ppm)
Seleno Cisfina 0.53%
Sedeno Metionina 0.200
520y 7.988X103

Como se cbserva en ka Tabla 78 y 79 para ta cuantificocion de Seleno compuestos:
en la masa bacteriana ruminal: se observon, menores concentraciones de Seleno Cistina y
Seleno Metionina y una mayor conceniracion de SeC..; que en, kas muestra de Liquido
ruminal; o cudl, se puede deber a que kxs bocterias presentes en dicha mueskra estén
degredando el setenio organice en morgdnico.
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LHCummﬁcadéﬂdeSdawcmpuedosenﬁqddomrrindpaumdrmobferidmdel
frotomienic con bolo de Selenio.

ComoseobsewamlosTabbs&DyBlpcmbcumﬁﬁcodén de Seieno
compuestos; en ka Masa Bacteriana ruminal se cbservan menores concentraciones de
SeiemGﬁimySdetnMetbninywvceﬂhuduwesmcyaesdeSeOcquebsobienidos
paoiqujdorunhdzloque,sepuededeberc:qs.lelmbacteﬁospfeseniesencﬁcho
muestra estén degrodando el selenio organico en inorgdnico; ko cudl, guiere deci que
estan utiizondo el selenio pana su ConsUmo.

se cuaniificaron los Seleno-compuestos, del liqido ruminal; de muestras
obtenidas. de animales somefidos a una dieta fica en Selemio; por medio, de la
cdmhkhodﬂwdebdoséeSebﬁo,obieﬁéndosebsr&aﬂfcdosdelcchbaﬂ.

Tuhh&O.CLonﬁﬁcodéndeSelefncanpuesiosenmﬁcsdquuidommhdde
ruméiantes fratados con bolos de Selenio.

Derivados de Selenio Concentracién (ppm)
Seteno Cistina 6409
Seleno Metionna 2636
$eOu 8.13&X10?

LIZCmﬂfﬁcadéndeSdenocmpu&doseﬂMmaBaderhnamnfndpaanwes#as
obtenidas del ratamientc con bolo de Selenic.

Al cuantificar kos Seleno-compuestos de ka Masa Bacterana rummnal; de muestras
obtenidas, después det ratemientc con bolos de Selenio en los animales, se deferminaron

los resutiados de la Tabla 81:

Tobhsl.CuanﬁﬁcudéndeSelawowrpuesiosenmresﬁusdemosobadaiomde

rumiantes tratados con bolos de Selenio.

Derivados de Seienlo

Concentracton (ppm)

Seteno Cistina 0377
Seleno Metionina 0.13%
SeQu 8.087X10+
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5.-CONCLUSIONES

*

Lo técnica de Bectroforesis Capiar pemmite la separocion de los Seleno
comwesiosdefmrc’pidoycmunba}ooos’ro.

Se establecieron los pretratamientos adecuados pora cuantificar los Seleno
compuestos en muestras  bioldgicas (Liquido rumind y Masa Bacteriana
rumingl).

Ademds, se deferminaron los pardmetros de validacién del método v sisterna
con muestras de Liquido ruminak determindndose osi, que este método
cumple de manera saisfactoria con todos los pardmefios de validocion
eﬁcblecﬁosenbgléqdevaidadéndemétodoscndiﬁcos editada por el
CoJeg}oNodonddeQuiTicosFamacéuﬁcosBiébgos:paccodounodebs
amciioseshxiadosenesfehabc,b;porbcud.esmméiodoconﬁabby
exacto, que se puede utiizar para ofras aplicociones.
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&.-PERSPECTIVAS

Se debe de obtener selenc-csteina a parir de selenocktina a fin de contar con oo

sefeno-compuesto que puede ser de interés en kas muesiras biolsgicas y ver s bajo ks
condiciones de endlisis se separa de los ofros selenc aminodcidos.

Oblencién de la seleno-cisteina.

Al redzar una revisidn bibiogréfica se encontrd que la cisteina se oxida tacimente para
formar un enlace covalente de un aminodcido dimérico kamado citina: en el cud dos
moléculas de cisteina son umdas por un puente disutfuro. Los residuos de este endace
disuifuro son fuertemente hidrofdbicos o no polares. Por ko tanto dos moléculas de seleno
cisteing forman ko motécule de seleno cistina como se muestra en las siguientes

I__- .-
H:"*—-—Cll" H,Nb—CIH
cIH; .?,H++2=— cIH,
H++2=_ s
s
CH: C|H1
H,No——CIH H:HA—CIH
cl——o— cl—o"
! ]I
Cistina Cisteina

Segin ka bibkografia ka ruptura del puente disulfuro se debe reaiizar con el reactivo
Dithicthreitol [DTT) el cual logra ka reduccion de cistina. y después de la reduccion debe
reaizanse una acellocion con iodo acetaio a fin de que no permita la reformacién de
puentes dsutfuro.
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La siguiente recccién muestra esta obtencion.

I Enlace Disulfiro
(,:HOH de la cistina
CHOH WY HN—CH—C——S§—S——C—CH~NH L
| H H;
{DTT)
Reduccion
por DIT
VW NH—CH—C—SH-H5—C—CH-Nhnn
| H H |
L
Acetdacion
por iodo
acetato
LLLNH o |fJ‘ru
CH_ﬁz_S—CH?—COO -00C—CHy—§—C—cCH
C——0 MNH
g‘95" A

Residuos de Cisteina

OﬁafonmesstspmderabSelenochmenMTfB{Hdroxiheﬂ]anho
metano (Tris*HCI) buffer, a pH 8.0 y probondo diferentes cantidades de DIT. Estas soko son

algunas sugerencias que se presentan en este frabajo para la ruptura del entace disulfuro,
las cuales puedan ser Ufes para posteriores frabajos. 17517
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