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INTRODUCCION

El aumento en la oferta y la demanda de productos de consumo animal
que contienen una cantidad determinada de proteinas genera la necesidad de
conocer el contenido proteico de estos, para lo cual es necesario recurrir a un

laboratorio para solicitar dicha determinacion.

Los laboratorios que proporcionan este servicio deben demostrar que
son competentes para realizar este ensayo, un requisito para demostrar esta
competencia es la validacion del método. Sin embargo hasta el momento la
validacién no cuenta con criterios estandarizados por lo que cada laboratorio

realiza sus validaciones conforme su entendimiento y recursos lo permiten

Recientemente la Comision Federal Para la Proteccion Contra Riesgos
Sanitarios “COFEPRIS” publico los criterios de validacion (CCAYAC-P-058) con
los cuales se pretende que todos los laboratorios se guien para la adecuada

validaciéon de sus métodos.

En la presente investigacion se propondr4 de manera documental una
guia que permita llevar a cabo la validacion del método para la determinacion
de proteina en alimentos para animales apegandose a los criterios
establecidos por la COFEPRIS y por lo tanto se puedan emitir resultados

confiables de dicha determinacion.
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OBJETIVOS:

e Obtener de manera documental un ejemplo de protocolo para la
validacion del método de proteina para consumo animal apegado a los

criterios establecidos por la COFEPRIS.

e Identificar los parametros que se deben cumplir para realizar la
validaciéon parcial o confirmacion del método para la determinacion de

proteinas AOAC 984.13 capitulo 4 alimentos para animales 182 edicion.

¢ |dentificar las fuentes de incertidumbre en la determinacién de proteinas

y el modelo matematico para su estimacion.

¢ |dentificar los criterios de aceptacion para evaluar los parametros de
desempefio aplicables al método de determinacién de proteina en

alimentos para animales.
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DEFINICIONES:

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentacion.

CCYAC: Comision de Desarrollo Analitico y Ampliacién de Cobertura.

ANALITO: Es el componente (elemento, compuesto o ion) de interés analitico
de una muestra. Son especies quimicas cuya presencia o concentracion se

desea conocer.

PLACEBO: Muestra que contiene todos los componentes de un producto a

excepcion del analito.

MENSURANDO: Es una magnitud. Es la cantidad de objeto de medida, es
decir, la cantidad o concentracién de analito. El mensurando es una cantidad
que se somete a una medicibn en una comparacion con un patrébn que

proporciona la informacion requerida.

VALIDACION: Es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio
que las caracteristicas de desempefio del método satisfacen los requisitos para

su aplicacion analitica.

LABORATORIO APROBADO: Persona fisica o moral acreditada de acuerdo a
lo establecido por la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion y aprobada
por la SAGARPA , para prestar servicios relacionados con las pruebas o
andlisis para determinar la presencia o ausencia de una enfermedad o plaga de

los animales o para realizar servicios de constatacibn o de contaminantes
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fisicos, microbioldgicos y quimicos conforme a las normas oficiales mexicanas

en materia zoosanitaria y expedir informe de resultados.

LABORATORIO AUTORIZADO: Persona moral autorizada por la SAGARPA,
para prestar servicios relacionados con el diagnostico a fin de determinar la
presencia o ausencia de una enfermedad o plaga de los animales o de
constatacion de productos para uso en animales o consumo por eéstos,
conforme a las disposiciones de la Ley Federal de Sanidad Animal y su

Reglamento, asi como para expedir informe de resultados.

PARAMETRO DE DESEMPENO: Parametro especifico a evaluar en una

validacion.

RESULTADO DE ENSAYO: Valor de un mensurando obtenido tras la

realizacion de un método de ensayo especifico.

BLANCO DE REACTIVOS: Reactivos usados durante el proceso analitico, los
cuales son analizados para garantizar que la medicion no es influenciada por

los materiales utilizados durante el andlisis.

CRITERIOS DE ACEPTACION: Parametros bajo los cuales el resultado de una

prueba se considera aceptable.
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CAPITULO |

1.-PROTEINAS.

Las proteinas son sustancias cuaternarias, es decir, formadas por la
suma de cuatro elementos: hidrégeno, nitrdgeno, carbono y oxigeno. Son
ademés, macromoléculas (moléculas gigantes), es decir, polimeros de gran
tamafio y peso, formados por la unién covalente entre mondmeros. El
mondmero de la proteina es el amino&cido, y son 20 los mas comunes en las
proteinas; la secuencia de éstos mondmeros determina la estructura primaria
de la proteina (esta macromolécula posee cuatro estructuras), que es Unica y

diferente en cada una de ellas.

Cada aminoacido estd formado por la uniéon de cinco componentes: un
atomo de hidrégeno, una cadena carbonada, un grupo &cido y un radical
amino; todos estos unidos a un atomo de carbono. Los aminoacidos se unen
entre si por medio de enlaces peptidicos, los cuales conectan el grupo &cido de
un aminoéacido con el radical amino de otro, de forma covalente, y produciendo

reacciones de condensacion, que significan la pérdida de agua.
1.2 CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS.

Existe una gran variedad de proteinas las cuales de acuerdo a sus

propiedades pueden clasificarse como se muestra a continuacion.

CLASIFICACION DE PROTEINAS

FRITEINAS

| PROTEINAS 5 WPLES | | SROTEMNAS CONILGADAS

PROT=HAS FRITEINAS
FIERZSAS G_2ELLARES

! +

| CU==aTINAS | CO_AGENOS | ELASTINAS |

> - 4
| ALSUMINAS || FIETOMNAS | G_OBLLINAS |

| LPCPORTE HAS || GLICOSRO ENAS | NLCLECPROTE RAS || H=1 SPROTEINAS |

FIG.1
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1.3 FUNCIONES DE LAS PROTEINAS.

La gran heterogeneidad estructural de las proteinas les permite
desempefiar multiples funciones en el ser vivo. Describir las funciones de las
proteinas equivale a describir en términos moleculares todos los fenébmenos
bioldgicos. La gran mayoria de las reacciones metabdlicas tienen lugar gracias
a la presencia de un catalizador de naturaleza proteica especifico para cada
reaccion. Estos biocatalizadores de naturaleza proteica reciben el nombre de

enzimas. La gran mayoria de las proteinas son enzimas.

Las estructuras encargadas del reconocimiento de sefales quimicas de
cualquier tipo son proteinas. Asi, los receptores hormonales y los receptores de
neurotransmisores son estructuras proteicas, que por lo general, interaccionan
con sus ligandos por complementariedad entre sus estructuras. Muchos de
estos ligandos (hormonas y neurotransmisores) son, a su vez, de naturaleza
proteica.

En los seres vivos son esenciales los fenébmenos de transporte y los
transportadores biol6gicos son siempre proteinas, que se encargan de:

» Transportar moléculas hidrofébicas a través de un medio acuoso (la
hemoglobina y las lipoproteinas transportan, respectivamente, oxigeno y lipidos
a través de la sangre).

» Transportar vesiculas cargadas de materiales diversos por el interior del
citoplasma a través de la red de microtubulos, como hace la kinesina.

» Transportar electrones en reacciones redox (como ocurre en la cadena

transportadora de electrones de la membrana interna mitocondrial).

Hay proteinas cuya principal funcion es estructural. Las células poseen
un citoesqueleto de naturaleza proteica que constituye un armazén alrededor
del cual se organizan todos sus componentes, y que dirige fendmenos tan
importantes como el transporte intracelular o la division celular. En los tejidos
de sostén (conjuntivo, 6seo, cartilaginoso) de los vertebrados, las fibras de
colageno presentes en la matriz extracelular son las encargadas de conferir

resistencia mecanica tanto a la traccion como a la compresion.
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La queratina (presente en cabello, plumas, ufias, cuernos), la fibroina y
la fibrina que segregan las plaquetas para formar los codgulos sanguineos

también son proteinas con funcién estructural.

Todas las funciones de motilidad de los seres vivos estan relacionadas
con las proteinas. Asi, la contraccién del misculo resulta de la interaccion entre
dos proteinas, la actina y la miosina . EI movimiento de la célula mediante cilios
y flagelos esta relacionado con la tubulina (la misma proteina que forma los

microtubulos).

1.5 PRINCIPALES FUENTES DE PROTEINAS.

Los alimentos que contienen proteinas de origen animal son variados y

cada uno tiene sus funciones principales en el organismo del ser humano.

La parte del cuerpo del animal que contiene proteina es el muisculo, es
decir, la carne y no los huesos o ninguna grasa. Los alimentos que contienen
proteinas de origen animal son necesarios para satisfacer las necesidades de

los seres humanos.

Entre los diversos productos de origen animal que se consumen por los
humanos y que aportan la mayor cantidad de proteinas encontramos los

siguientes:

e Carneroja

e Pollo

e Pescado
e Huevo

e Leche

e Crustaceos

e Mariscos
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CAPITULO Il
2.1 NUTRICION ANIMAL.

Es el proceso que permite proporcionar la cantidad de sustancias
nutritivas o alimentos adecuados para producir una condicion fisica 6ptima en
los animales domésticos y animales destinados a consumo humano o que
proporcionan productos consumibles (leche, huevo, etc.); para ello se debe
tomar en consideracién los requerimientos nutricionales, las caracteristicas
valorativas de los alimentos y la racion o forma de suministro de la cantidad de

producto necesario para cubrir dichos requerimientos en los animales.

Alimentos son los productos naturales y artificiales que ingieren los animales
para 1) mantenerlos, 2) acrecentar la produccién y rendimiento, incluyendo
aquellos ingredientes que se utilizan para impartir sabor, dar color y reducir el

estrés, y/o mejorar la palatabilidad, proveer volumen o preservar el alimento.

Un alimento es digerido por el animal en el aparato digestivo y le
proporciona uno o varios nutrientes, o elementos simples capaces de ser
absorbidos por la mucosa del tubo digestivo, los cuales son metabolizados y
utilizados por el animal para satisfacer sus necesidades de mantenimiento y

produccion.

El proceso digestivo es especifico para cada especie animal, pero puede
agruparse a los animales en dos grupos importantes segun su fisiologia
digestiva: monogastricos, que comprende cerdos, conejos, caballos y aves; y

poligéstricos o rumiantes, que incluye a los bovinos, ovinos y caprinos.

Las diferencias mas importantes entre unos y otros afectan a la digestion
de los hidratos de carbono, cuyos nutrientes finales son bésicamente glucosa
en los monogéstricos y &cidos grasos volatiles en los rumiantes. La principal
funcion de la glucosa y de los &cidos grasos volatiles en el animal sera el
suministro de energia, aunque también intervienen en la sintesis de otros

compuestos, tales como la lactosa de la leche.
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La digestion de las proteinas presenta notables diferencias en unos y
otros. En los dos casos los nutrientes finales son aminoacidos, pero mientras
que en los monogastricos éstos seran solo aquellos que se encontraban en los
alimentos, en los rumiantes, proceden en parte de los alimentos y en parte de
los microorganismos que se encuentran en su tubo digestivo. Los aminoécidos

seran utilizados por el animal para la sintesis de proteinas principalmente.

2.2 PRINCIPALES PRODUCTOS DE INGESTA ANIMAL.

Las necesidades nutritivas de los animales se cubren mediante la racion que
ingieren; esto es, la racién es una combinacion de ingredientes que aporta los
nutrientes requeridos por el animal. Las raciones de los animales se elaboran

mediante la combinacion de tres tipos de ingredientes:

a) Las materias primas son productos de origen vegetal, animal 6 mineral que

apara efectos didacticos se clasifican en tres grandes grupos:

1.-Cereales:

e Cebada,

e Maiz,

e Trigo blando,

e Avena,

e Sorgo,

e Pulido de arroz,

e Cascarilla de arroz,

e Semilla de algodon,
2.-Harinas de subproductos animales

e Harina de carne

e Harina de pescado,

e Harina de sangre,

e Harina de pluma,

e Harina de cuerno y pezufia,
3.-Subproductos lacteos.

e Leche desnatada,

e Suero de leche.
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b) Los ingredientes complementarios permiten ajustar el contenido de las
raciones en nutrientes especificos; los ingredientes complementarios incluidos
en las raciones de monogastricos son aminoacidos esenciales y correctores

vitaminico-minerales.

c) Los aditivos son ingredientes que mejoran las condiciones de elaboracion,

de conservacion, de aprovechamiento digestivo y metabdlico de las raciones.

2.3 IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE PROTEINAS EN
ALIMENTOS DE CONSUMO ANIMAL.

Como se menciond anteriormente las proteinas son encargadas de una
cantidad muy importante de funciones en el organismo, por ello es de suma

importancia mantener una ingesta adecuada de las mismas.

La cantidad de proteinas que se suministra a los animales que son
destinados al consumo humano deben estar reguladas de acuerdo a la
cantidad proteica que estos deben ofrecer una mala alimentacién en los
animales provocara un bajo valor nutrimental de los productos provenientes de

estos.
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CAPITULO Il
3.1 CONTROL DE CALIDAD EN ALIMENTOS PARA ANIMALES

Segun lo establecido por el articulo 171 del reglamento de la ley federal
de sanidad animal. Las personas fisicas 0 morales que fabriqguen productos
para uso o consumo animal deberdn contar con un laboratorio de control de
calidad interno, el cual debera estar autorizado por la SAGARPA vy en el caso
de no contar con él, deberan de contratar a un laboratorio autorizado o

aprobado.

3.2 REQUISITOS PARA LA ELABORACION Y DISTRIBUCION DE
PRODUCTOS DE CONSUMO ANIMAL DE ACUERDO A LO ESTABLECIDO
POR EL REGLAMENTO Y LEY FEDERAL DE SANIDAD ANIMAL.

De acuerdo a lo establecido en el articulo 150 y 151 del reglamento de la
ley federal de sanidad animal deben ser registrados y autorizados ante la

SAGARPA los siguientes productos.

e Las pre mezclas de cualquier tipo empleadas para la fabricacion de
productos alimenticios para consumo animal, que incluyan pre mezclas
registradas y/o aditivos y/o principios activos farmacéuticos contenidos
en las concentraciones, combinaciones,

e Alimentos para consumo animal, como alimentos terminados o pre
mezclas, que contengan ingredientes y harinas de origen animal y que
pueden contener pre mezclas y principios activos o aditivos

¢ Nutracéuticos o alimentos funcionales;

e Fdérmulas lacteas que no contengan principios activos de uso
farmacéutico o bien que contengan premezclas medicadas registradas

e Suplementos alimenticios no medicados.

Segun el articulo 161 del reglamento de la ley federal de sanidad animal
fraccion IV Para la solicitud de autorizacibn de productos nacionales o

importados previstos en el articulo 151 de este Reglamento, los interesados
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deberadn presentar Informes de resultados de constatacion del producto

emitidos por un laboratorio oficial, aprobado o autorizado.
3.3 LABORATORIOS DE CONSTATACION.

Debido a que es un requisito para la produccion y distribucion de
productos de consumo animal contar con un certificado de analisis proveniente
de un laboratorio de calidad interno o en caso de no contar con este contratar
los servicios de un laboratorio externo el cual debe de estar aprobado por la

secretaria de salud para emitir certificados de constatacion.

Para que el laboratorio de constatacion pueda emitir una informacion de
utilidad debe demostrar su capacidad de realizar los ensayos para los cuales
ofrece sus servicios, la manera mas eficaz de demostrar esta capacidad es
realizando la validacion de los métodos de ensayo ya que al realizarla el

laboratorio es reconocido por la SAGARPA.
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CAPITULO IV

4.1 PRE REQUISITOS PARA REALIZAR LA VALIDACION DE UN METODO
ANALITICO.

4.1.1 BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO:

Dentro de las buenas practicas de laboratorio deben considerarse

principalmente los siguientes puntos:

e Es recomendable realizar la seleccion adecuada del material de vidrio a
utilizar de acuerdo a la metodologia a emplear, en relacion al proceso de

medicion que seré realizado.
e Todo el material debe estar limpio y seco.
e El material volumétrico debe de estar verificado.

e Dejar separadas las juntas, llaves y valvulas esmeriladas después de su

uso.

¢ Nunca meter el material volumétrico clase A en la estufa ya que la
temperatura provoca la expansion del vidrio y esto provoca que el

volumen al cual se calibr6 ya no sea valido.

e Enjuagar la pipeta o bureta con la solucion que se va a medir y desechar

la solucioén.

e Evitar las formaciones de burbujas antes de realizar la lectura del

menisco.
e Utilizar balanzas calibradas y/o verificadas.
o Verificar que la burbuja de la balanza se encuentre centrada.

e Mantener los termémetros en posicion vertical cuando no se estén
usando debido a que el mercurio tiende a separarse y esto produce

variaciones en las lecturas del termémetro.

e Los termémetros deben de estar calibrados y/o verificados.
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e Situar lo méas cerca posible los desecadores de las balanzas.
o Utilizar guantes de latex para la manipulacion de reactivos.

e Utilizar lentes de seguridad dentro del laboratorio.

4.1.2 EQUIPOS ADECUADOS:

a) Tener disponibles en los sitios donde se utilizan, los procedimientos vigentes
para la operacion, mantenimiento, almacenamiento, calibracion y verificacion

del equipo.

b) Establecer especificamente sobre que personal recae la responsabilidad del

manejo, calibracion y mantenimiento del equipo.

c) Mantener registros del cumplimiento de los programas de calibracion y
mantenimiento de todo el equipo y cada elemento del mismo, dichos registros
deben contener: fecha, el sitio donde se realizé la actividad, persona que lo

realizd, asi como los detalles de almacenamiento entre usos.

d) Analizar el efecto que tiene la ausencia de los instrumentos, cuando son
enviados a calibracion externa, sobre la rutina normal de operacion del

laboratorio y tomar acciones al respecto.

e) Realizar en sitio la calibracion de los equipos que sean sensibles al

movimiento, es decir en donde opera.

f) Estar contenidas en los procedimientos de manejo de equipo, las
precauciones a tomar para su manejo o traslado, en el caso de equipos o

patrones sensibles al movimiento.

g) Documentar los procedimientos para realizar las comprobaciones
intermedias para mantener la confianza en el estado de calibracion de los
equipos y en caso de que el equipo no las requiera, documentar la justificacion
técnica. Examinar los efectos sobre los ensayos o calibraciones realizadas
anteriormente a la deteccion de un equipo fuera de especificaciones,

desajustado o fuera de calibracién, deben existir registros de aplicacion de los
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procedimientos de control de trabajo de ensayo o calibracién no conforme,

incluida la notificacion a los clientes que sean afectados.

4.1.3 REACTIVOS ADECUADOS
De acuerdo al punto 4.6 de la NMX- 17025 el laboratorio debe:

a) Definir y documentar claramente los servicios (por ejemplo servicios de
calibracion, mantenimiento, verificacion, etc.), suministros, reactivos Yy
materiales consumibles que afecten la calidad de los ensayos y/o calibraciones

dentro del alcance de la acreditacion.

b) Documentar las especificaciones o caracteristicas técnicas requeridas para
los suministros, reactivos y materiales consumibles que afecten la calidad de
los ensayos y/o calibraciones. En el caso de servicios de calibracion se deben
definir los intervalos criticos de uso de los equipos de medicién o patrones de

referencia.

c) Evidenciar que las caracteristicas técnicas de los servicios, suministros,
reactivos y materiales sefialadas en los documentos de compras son revisadas
y aprobadas por una persona con conocimientos técnicos, para garantizar que
el servicio o suministro adquirido cumple con los requisitos técnicos

establecidos.

4.1.4 INSTALACIONES APROPIADAS

Las instalaciones de ensayos o calibraciones del laboratorio, incluidas,
pero no de forma excluyente, las fuentes de energia, la iluminacion y las
condiciones ambientales deben facilitar la realizacion correcta de los ensayos o

de las calibraciones.

El laboratorio debe asegurarse que las condiciones ambientales no
invaliden los resultados ni comprometan la calidad requerida de las mediciones.
Se deben tomar precauciones especiales cuando el muestreo y los ensayos o

las calibraciones se realicen en sitios distintos de la instalacion permanente del
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laboratorio. Los requisitos técnicos para las instalaciones y las condiciones
ambientales que puedan afectar a los resultados de los ensayos y de las

calibraciones deben estar documentados.

El laboratorio debe realizar el seguimiento, controlar y registrar las
condiciones ambientales segun lo requieran las especificaciones, métodos y
procedimientos correspondientes, o cuando estas pueden influir en la calidad
de los resultados. Cuando las condiciones ambientales comprometan los

resultados de los ensayos o de las calibraciones estos se deben interrumpir.

Debe haber una separacion eficaz entre las areas vecinas en las que se
realicen actividades incompatibles. Se deben tomar medidas para evitar la

contaminacion cruzada.

Se deben controlar el acceso y el uso de las areas que afectan a la

calidad de los ensayos o de las calibraciones.

Se deben tomar medidas para asegurar el orden y la limpieza del
laboratorio. Cuando sea necesario se deben preparar procedimientos

especiales.

4.1.5 PERSONAL COMPETENTE

I. Para el personal operativo del laboratorio involucrado en las operaciones
técnicas, es decir todos aquellos que realizan en forma total o parcial
muestreos, ensayos y/o calibraciones, aun cuando no estén propuestos como
signatarios, asi como para los signatarios propuestos que como parte de sus

funciones diarias realizan muestreos, ensayos y/o calibraciones, se debe:

a) Demostrar conocimiento (en forma préctica y documental) de los
procedimientos técnicos, con base al alcance de acreditaciéon solicitado y de

acuerdo a sus funciones y responsabilidades
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b) Conocer el sistema de gestion del laboratorio, de acuerdo a sus funciones,

responsabilidades e interacciones con otras areas

c) Mantener registros de los resultados de las evaluaciones de desempefio
técnico practico sobre los ensayos y/o calibraciones que realiza cada persona,
como son: pruebas iniciales de desempefio, pruebas de repetibilidad y
reproducibilidad, etc. Esta evaluacion debe realizarse por cada procedimiento
de ensayo y/o calibracion y debe realizarse en forma inicial y cuando existan

cambios criticos en la metodologia, equipos, instalaciones, etc.

d) Demostrar que la capacitacion interna y/o externa otorgada a dicho personal
es acorde a las actividades técnicas y administrativas que realiza y a las

necesidades de capacitacion detectadas

e) Mantener registros de la evaluacion de la eficacia de la capacitacion
otorgada a dicho personal, que evidencien si se alcanzaron las metas u

objetivos establecidos previamente

Il. Para el personal de nivel supervision o gerencial (jefes, supervisores,
gerentes, directores, etc.) que no realizan ensayos y/o calibraciones como
parte de sus funciones diarias, pero que realizan funciones de supervision de
muestreo, ensayos y/o calibraciones y que son propuestos como signatarios o
no y por lo tanto son responsables de los informes de resultados emitidos, se
debe:

a) Demostrar solidos conocimientos de las actividades de ensayo y/o
calibracion en forma tedrica, en forma documental y/o mediante entrevistas
sobre los procedimientos técnicos (normas y/o métodos técnicos), con base al
alcance de acreditacion solicitado y de acuerdo a sus funciones y

responsabilidades.

b) Conocer el sistema de gestion del laboratorio, de acuerdo a sus funciones,

responsabilidades e interacciones con otras areas.

c) Conocer y aplicar todos los documentos relacionados a la acreditacion como

son la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion y su reglamento, Norma

15



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

GUIA PARA LA VALIDACION DEL METODO “DETERMINACION DE PROTEINAS EN ALIMENTOS DE CONSUMO ANIMAL” {JE "5

NMX-EC-17025-IMNC- 2006 / ISO/IEC 17025:2005, politicas vigentes emitidas

por la entidad; Politica de trazabilidad e incertidumbre y de ensayos de aptitud).
4.1.6 MATERIALES DE REFERENCIA:

Un material de referencia es un material o sustancia a la que se le
determinan y certifican una o méas de sus propiedades lo cual produce el uso de
los mismos para el proceso de validacion de un método, la calibracién de un

instrumento y para evaluar la trazabilidad de los métodos de medicion.
Consideraciones para seleccionar un material de referencia:

e Similitud con la matriz

e Estado fisico del material de referencia

¢ Incertidumbre de las concentraciones certificadas sea compatible con
los requerimientos de su uso

e Técnica a utilizar

4.1.7 MUESTRAS QUE CONTENGAN EL ANALITO DE INTERES EN
CONCENTRACION CONOCIDA

Las cuales pueden ser:

e Blancos de muestras (Placebos). Matriz que no contiene el analito de
intereés.
e Muestras adicionadas. Matriz que contiene el analito y se le adiciona el

mismo.
Seleccionar la matriz: mas solicitada, y la mas compleja.

e La matriz se analiza antes de la adicién para determinar el contenido
inicial del analito, en la practica se recomienda un minimo de 6

repeticiones.

Para muestras adicionadas, se puede utilizar la mitad de la cantidad requerida

por el método y adicionar para completar el contenido del analito.
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Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la

muestra, la adicion puede realizarse en alguna etapa del método.

4.2 REQUISITOS DE LA NMX-EC-17025-IMNC-2006 PARA LA VALIDACION
DE UN METODO DE ENSAYO.

El laboratorio debe:

e Documentar todos los métodos de prueba incluidos en el marco analitico
por autorizar (incluidos los procedimientos para el manejo, transporte y
preparacion de muestras) y tenerlos disponibles para consulta en el

lugar en el que se realicen las actividades de ensayo.

e Demostrar que las desviaciones ocasionales a los métodos vy
procedimientos documentados estan: justificadas técnicamente,
autorizadas por la funcion del laboratorio con autoridad para permitir
dichas desviaciones y aceptadas por el cliente por escrito; siempre y
cuando estas desviaciones no afecten los resultados de ensayo o
calibracion.

e Documentar e implementar procedimientos para estimar la incertidumbre
de medicion.

e Documentar e implementar procedimientos para el manejo de datos de
las pruebas cuando se utilicen computadoras o equipos automatizados.
En este caso para la integridad y confidencialidad de los datos contar
con niveles de acceso de las claves de usuario previamente definidas y
documentadas.

e Validar todas las aplicaciones informéticas desarrolladas por el
laboratorio sobre plataformas comerciales con fines especificos e
impacto directo en la adquisicion, almacenamiento, procesamiento,
registro o informe de datos de ensayos o calibraciones. Esto incluye

hojas de célculo, bases de datos, procesadores de texto, etc.
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e Para métodos o procedimientos normalizados el laboratorio debe realizar

y presentar evidencia objetiva de la confirmacién del método para

demostrar que cumple las especificaciones del mismo y cuenta con la

competencia técnica para realizarlo adecuadamente tomando en

consideracion sus propias instalaciones, equipo, personal. Asi mismo,

para los métodos no normalizados, propios o desarrollados por el

laboratorio, los métodos obtenidos de publicaciones cientificas, asi como

los métodos normalizados modificados o ampliados o usados fuera de

su alcance propuesto el laboratorio debe realizar y presentar evidencia

(0]

La confirmacion del método debe realizarse de acuerdo a lo siguiente:

bjetiva de la validacion del método.

Para los ensayos que involucren mediciones analiticas:

1

N o o B~ WN

8.

. Recuperacién

. Limite de deteccidn

. Limite de cuantificacion

. Intervalo lineal y de trabajo
. Reproducibilidad

. Repetibilidad

. Sesgo o error

Incertidumbre

4.3 DETERMINACION DEL GRADO DE VALIDACION REQUERIDO

VALIDACION -

METODOS VALIDACION PARCIAL
NORMALIZADOS (CONFIRMACION)

METODOS NO

VALIDACION
NORMALIZADOS o

FIG.2
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4.4 CRITERIOS ESTABLECIDOS EN LA GUIA CCAYAC-P-058 PARA LA
VALIDACION DE UN METODO VOLUMETRICO.

CRITERIO No. 1.

Clasificar el método como Normalizado o no Normalizado conforme a lo

siguiente:

e Método Normalizado es aquel método publicado como primera instancia

en:

1. Normas Oficiales Mexicanas (NOM)

2. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)

3. Normas Mexicanas (NMX).

Como segunda instancia:

4. Métodos Oficiales del AOAC

5. Standard Methods

6. Environmental Protection Agency (EPA)

7. Pesticide Analytical Manual (PAM)

8. Collaborative International Pesticides Analytical Council (CIPAC)
9. United States Pharmacopoeia (USP)

10. British Pharmacopoeia (BP)

11. American Society for Testing Materials (ASTM)

12. International Standard Organization (ISO) 13. Codex Alimentarius
14. Food and Drug Administration (FDA)

15. Food and Agriculture Organization (FAO)

16. European Commission (CE)

17. United States Department of Agriculture (USDA)
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e Método no Normalizado es aquel:
1. Desarrollado por el laboratorio (método propio).
2. Método obtenido de publicaciones cientificas (Journals, tesis, etc).

3. Método normalizado modificado, ampliado o usado fuera de su alcance

CRITERIO N° 2: PARAMETROS DE DESEMPENO APLICABLES A UN
METODO VOLUMETRICO

e Intervalo lineal y de trabajo.
¢ Limite de cuantificacion.

e Recuperacion.

e Sesgo.

¢ Repetibilidad.

e Reproducibilidad.

e Incertidumbre.
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PRUEBA.

TABLA 1

Tipo de prueba

Metodologia

Espectrofotométrica

Espectrofotometria UV-Visible
Turbiedad
Absorcién Atomica

Plasma inductivamente acoplado (ICP)

Cartografica

Cromatografia de liquidos (HPLC)
Cromatografia de gases (GC)
Cromatografia de liquidos - masas (HPLC - MS)

Cromatografia de gases - masas (GC-MS)

Potencio métrica

.Ph
Aniones y cationes por técnica del ion selectivo

conductimetria

Volumétrica

Valoraciones por titulacion(manual y automética)

Gravimétrica

Pérdida por secado

Residuo de ignicion
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TABLA 2

TIPO DE PRUEBA

PARAMETROS DE 8 ©
. s | ©
DESEMPERNO ° | = = « S
1R AR IR
S 3 | © | 8
S 28| | E| E B
= e c =2 % L
S 12| ¢ 2| &
o R
Ll
INTERVALO LINEAL Y DE
TRABAJO sl | sI| sl Sl Sl |[NO
LIMITE DE DETECCION st | st |l Nnol Nno | NO |sI
LIMITE DE CUANTIFICACION st | st | s S| si INO
RECUPERACION sl | st | NO| s sl [NO
SESGO SI | Sl SI SI SI |NO
REPETIBILIDAD st | s | s sl sl | sl
REPRODUCIBILIDAD st | s | s sl Sl |sl
INCERTIDUMBRE st | st | s sl sl |sI
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CRIERIO N°5 SELECCION DEL TIPO DE MATRIZ

La mas solicitada.

La mas compleja.
CRITERIO N° 6 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO

Intervalo lineal y de trabajo.

El intervalo lineal, es la capacidad de un método analitico para dar
resultados que son directamente proporcionales a la concentracion del analito

en la muestra dentro de un intervalo dado.

Este intervalo lineal se determina de la siguiente manera:
1.- Analizar por triplicado blancos de muestra o muestras adicionadas
con un minimo de 5 niveles diferentes de concentracion.
2.- Graficar la respuesta analitica (eje y) contra la concentracion (eje X).

3.- Verificar de forma visual la existencia de “linealidad”.

/I.-.
“a [}

=099

e pon e
Resgponse

kY

O Allon Concerirabon

FIG.3

4.- Elaborar grafico de residuales.

Establecer la ecuacion de la recta (regresion lineal) y calcular el valor

predicho y’ por la linea recta para cada valor de concentracién X.

y'=mx +b
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Calcular los valores residuales.

Respuesta analitica obtenida (y) — valor calculado por curva ajustada (y°)
Graficar valores residuales

15

Valor residual
[=]
1]
(2]

o 5 10 15 20
Concentracion

N
i

30

W
&

Se establece que existe linealidad si hay una distribucién
aleatoria alrededor de la linea recta.

FIG.4

Intervalo de trabajo: Intervalo comprendido entre las concentraciones
superior e inferior del analito en la muestra (incluyendo dichas
concentraciones) para las que se ha demostrado que dicho analito es
cuantificado con un nivel satisfactorio de linealidad, repetibilidad y
recuperacion.

Es necesario conocer el intervalo de concentraciones del analito

en la muestra, sobre los cuales el método puede aplicarse.

Se deben considerar los valores de la especificacion o de
aceptacion y rechazo del producto.

Limite lineal de
respuesta

Valor de la
2 LC f especificacion

|~ Intervalo de trabajo

1

Concentracion en la muestra

FIG. 5
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El intervalo de trabajo se determina de la siguiente manera:

1. De los datos obtenidos en la prueba de linealidad, considerar los niveles

que cumplen los criterios para repetibilidad y recuperacion.

Cr
% Recobro = (_T::" 100

e

Dénde:
Cf = Concentracioén calculada en la muestra fortificada.

Ca = Concentracion adicionada a la muestra de prueba.

2. Graficar la concentracion obtenida (y) vs concentracion afiadida (x).

3. Mediante regresion lineal calcular la pendiente (m), la ordenada al origen (b)

y el coeficiente de correlacion (r).

¢ Limite de deteccion y limite de cuantificacion:

Limite de deteccion: Es la concentracion més baja a la cual puede
detectarse el analito pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones
experimentales establecidas.

Limite de cuantificacion: Es la concentracion mas baja a la cual el analito
puede cuantificarse con una precision y veracidad aceptables bajo las

condiciones experimentales establecidas.

Para propositos de validacion es suficiente proporcionar un indicativo del

nivel al cual la deteccidn resulta problematica.
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Se determinan de la siguiente manera.

De los datos obtenidos en el intervalo de trabajo (concentracion vs

respuesta analitica) calcular:

La pendiente (m). La desviacién estandar de la regresion (sy/x). La

desviacién estandar de la ordenada al origen (sb)

Aplicar las siguientes ecuaciones para la estimacion de estos limites:

3. FFmlb

Y —
Fr7
; = o7
LC.“':lO i
777

LC practico= nivel inferior del intervalo de trabajo.

LD= Limite de deteccion

e Recuperacion: Cantidad del analito recuperada en la porcion de muestra
0 muestra adicionada cuando esta es conducida a través del método
analitico completo, y que permite evaluar la eficiencia de la extraccion,
proceso de preparacion e interferencias que puedan existir al aplicarlo.

Se expresa en términos de porcentaje.

Usualmente no se conoce la cantidad de analito presente en una porcion
de prueba.

Los métodos analiticos no siempre cuantifican el total del analito
presente en una muestra.

Evalia la eficiencia de extraccion, proceso de preparacion o

interferencias que pueden existir al aplicar el método de ensayo.
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Se determina de la siguiente manera:

1. Utilizar los datos obtenidos en el intervalo de trabajo

2. Reportar como intervalo de % de recobro.

Sesgo: Es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los
resultados de prueba con respecto a un valor de referencia aceptado o

conocido.

Como se determina:

1 .Efectuar la resta aritmética de la concentracion afiadida menos la
concentracion recuperada.

2. Reportar como un intervalo conforme a las unidades establecidas por

el método.

REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD:

Repetibilidad: grado de concordancia entre resultados individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones
de una muestra homogénea por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método en intervalos cortos de tiempo.

Reproducibilidad: Grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénea por dos analistas o

instrumentos diferentes, usando el mismo método en diferentes dias.

Miden la variabilidad del método analitico en la rutina de trabajo.
Como se determinan:
1. Preparar blancos de muestra o muestras adicionadas con las
concentraciones equivalentes a los niveles inferior, medio y superior
obtenidos en el intervalo de trabajo (nueve replicas por cada nivel).
2. Analizar por triplicado en dos dias diferentes (dias 1 y 2) por dos
analistas diferentes (analistas 1 y 2) utilizando los mismos equipos y

método.
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3. Utilizar los datos obtenidos para los niveles inferior, medio y superior

obtenidos en el intervalo de trabajo como los datos para el analista 1 dia

=

4. Calcular el promedio (x) y la desviacion estandar (s) de los resultados

de % de recobro de cada analista, para cada dia y cada nivel de

concentracion.

5. Calcular el promedio de las medias individuales para cada nivel.

6. Calcular la desviacién estandar de la repetibilidad (sr) y la

reproducibilidad (sR).

ANALISTA 1

ANALISTA 2

A

DIA1 X1
3niveles por triplicado |———>
Datos del IT S1
DIA2 X2
3Niveles por triplicado S2
DIA1 X3
3Niveles por triplicado S3
DIA2 X4
- A
3Niveles por triplicado S4

sr: Raiz de la suma de cuadrados de S1, S2, S3y S4

SR: Raiz de la suma de los cuadrados de X1, X2, X4

FIG. 6

CALCULO DE LAS MEDIAS:

MR L T Lol

x_

N
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e INCERTIDUMBRE

» Estimacién que caracteriza el intervalo de valores, dentro de los cuales se
encuentra el valor convencionalmente verdadero de la magnitud medida.

» Es un pardmetro Unico (usualmente una desviacion estdndar o un intervalo de
confianza) que expresa el intervalo de posibles valores sobre la base de los
resultados de medicion.

» Su estimacion considera todos los efectos reconocidos que influyen en el
resultado.

» Se establece una vez que se ha efectuado la validacion o confirmacion del
método.

» Un resultado analitico no puede ser interpretado sin el valor de incertidumbre
asociado.

* Elemento indispensable en la trazabilidad de las mediciones.

= Se requiere para verificacion de conformidad con especificaciones.

* No es una tarea de rutina ni puramente matemética.

» Depende del conocimiento detallado de lo que se mide y como se mide. No

aplica para métodos cualitativos o semicuantitativos
¢Porque es importante?

Medida de calidad de un resultado analitico.
Comparacion contra limites permitidos (legislacion).
Requerimiento normativo MNX- 17025.

Ayuda al conocimiento y mejora del método.
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e CRITERIO N° 7 CRITERIOS DE ACEPTACION.

TABLA 3

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION

*Comportamiento lineal de la grafica
de concentracion vs respuesta
INTERVALO LINEAL |analitica

*Datos aleatorios en el grafico de

residuales

*Pendiente valor cercano a 1

INTERVALO DE *Coeficiente de correlacion

TRABAJO r=0.98 (impurezas insolubles)
r=0.99 (contenido o ingrediente activo)
LIMITE DE
CUANTIFICACION
PRACTICO Nivel inferior del intervalo de trabajo
LIMITE DE _ e
R Menor o igual al nivel inferior del
CUANTIFICACION _ )
intervalo de trabajo
ESTIMADO
LIMITE DE
DETECCION

Los establecidos en la referencia

RECUPERACION
REPETIBILIDAD
REPRODUCIBILIDAD

original del método
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e CRITERIO N° 8 PROTOCOLO DE VALIDACION: DEBE CONTENER LA

SIGUIENTE INFORMACION:

» Titulo.

» Obijetivo.

» Alcance.

» Método de ensayo.

» Equipo.

» Materiales.

» Reactivos.

» Muestras.

» Desarrollo experimental.

» Resultados.

» Andlisis estadistico.

» Criterios de aceptacion.
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CAPITULO V: VALIDACION DEL METODO DE PROTEINAS EN
ALIMENTOS PARA ANIMALES METODO AOAC 984.13 CAPITULO 4
ALIMENTOS PARA ANIMALES 182 EDICION. METODO KJELDAHL.

5.1 CLASIFICACION DEL METODO.

El método para la determinacion de proteinas en alimentos para animales es

un método normalizado ya que se encuentra publicado en AOAC.

5.2 PARAMETROS DE DESEMPENO APLICABLES AL METODO DE
DETERMINACION DE PROTEINAS EN ALIMENTOS PARA ANIMALES.

Debido a que el método de determinacion de proteinas en alimentos para
animales AOAC 984.13 es un método volumétrico los parametros de

desempefio a evaluar son:
¢ Intervalo de trabajo,
+ Limite de cuantificacion,
¢ Recuperacion,
¢ Sesgo,
¢ Repetibilidad,
¢ Reproducibilidad,

¢ Incertidumbre.

5.3 SELECCION DEL TIPO DE MATRIZ A EVALUAR.

De acuerdo a lo establecido en la guia de la CCAYAC 058 se debe de
realizar la validacion con la matriz mas compleja y la mas solicitada, sin
embargo para fines de este trabajo se harén los planteamientos tomando en

cuenta un estandar de lisina con una cantidad del 15.20 % de nitrégeno.
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54 PLANTEAMIENTO DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO
APLICABLES.

5.4.1 INTERVALO DE TRABAJO:

Si se cuenta con un estandar de lisina que contiene una cantidad de nitrégeno
conocida que en este caso se tomara como 15.20% de nitrégeno, el % de

proteina se calcula de la siguiente manera para cada nivel:
% Proteina= % Nitr6geno*6.25
Entonces para tener un 10% de proteina:

% N= = 1.60%

10
6.25

Se divide entre la concentracion de nitrogeno en el estdndar para obtener los

gramos de lisina que se deben pesar

1.5
1

g lisina= --= = 0.1053g de lisina

Estos gramos se diluyen en sacarosa para obtener un gramo de muestra y la

cantidad de sacarosa se obtiene restando 1g menos los gramos de lisina

g sacarosa= 1-0.1053 = 0.8947g de sacarosa

Se hace lo mismo para cada nivel de proteina deseado

TABLA 4

% Proteina Lisina Sacarosa
Nivel % Nitrégeno
deseado (9) (9)

1 10 1.6 0.1053 0.8947
2 20 3.2 0.2105 0.7895
3 30 4.8 0.3158 0.6842
4 40 6.4 0.4210 0.5790
5 50 8 0.5263 0.4737
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TABLA 5
. % Proteina o Lisina Sacarosa | *HCI0.5M | * NaOH
Nivel % Nitrégeno
deseado (9) () (mL) 0.1M(mL)

1 10 1.6 0.1053 0.8947

2 20 3.2 0.2105 0.7895

3 30 4.8 0.3158 0.6842

4 40 6.4 0.4210 0.5790

5 50 8 0.5263 0.4737

* DATO OBTENIDO EN EL DESARROLLO EXPERIMENTAL.

5.4.2 RECUPERACION.

Utilizar los datos obtenidos en el intervalo de trabajo.

Reportar como % de recobro.

Se calcula el % de proteina obtenido en cada nivel y en cada repeticion de la

siguiente manera:

((MHCL * VHCL) — (MNaOH * Vbco) — (MNaOH * VNaOH))

PESO MTRA * 14007

0N =

% PROTEINA= % NITROGENO*FACTOR

lpproteing obtenido

% Recuperacion =

Mpruivinu levricw
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TABLA 6
% Lisi %
_ ISIna Sacarosa | HCI 0.5M * NaOH 3 %
Nivel Proteina % Nitr6geno © L 0.AM (mL * Proteina ‘Resuperasién
agregado (g) g (m ) ’ (m ) obtenido
1 10 1.6 0.1053 | 0.8947
2 20 3.2 0.2105 | 0.7895
3 30 4.8 0.3158 | 0.6842
4 40 6.4 0.4210 | 0.5790
5 50 8 0.5263 | 0.4737

* DATO OBTENIDO EN EL DESARROLLO EXPERIMENTAL.
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5.4.3SESGO: Efectuar la resta del % de proteina afiadido menos el % de

proteina obtenido.

TABLA 7

%
%
_ Proteina ) *Sesgo
Nivel *Proteina
adicionada _

obtenido
1 10
2 20
3 30
4 40
5 50

* DATO OBTENIDO EN EL DESARROLLO EXPERIMENTAL.

5.4.4 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBIL

IDAD

Preparar blancos de muestra que contengan 10, 30 y 50% de proteina

nueve replicas por cada nivel.

Analizar por triplicado en dos dias diferentes por dos analistas diferentes

utilizando los mismos equipos y método. Los datos del intervalo de trabajo de
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los niveles de 10, 30 y 50% de concentracion de proteina se consideran como

los datos del dia 1 para el analista 1.

Calcular el promedio de los resultados de % de recobro de cada analista por

cada dia y cada nivel de concentracion.
Calcular el promedio de las medias individuales para cada nivel.

Calcular la desviacion estandar de la repetibilidad (sr) y la reproducibilidad(s R).

5.4.5 INCERTIDUMBRE

) Identificar las fuentes de incertidumbre del método para la determinacion de

proteinas
Referencia: AOAC 984.13 capitulo 4 alimentos para animales 18° edicion.

I) MENSURANDO: determinacion de proteina en alimentos para animales por
el método kjeldahl

1) FORMULA:

_ ((MHCL*VHCL) — (MNGOH *Vbco) — (MNaOH = VNaOH))
B PESO MTRA

Qo = 1.4007

% PROTEINA= % NITROGENO * FACTOR

Donde:

Muci: Molaridad real del acido estandarizado utilizado para recibir el destilado.
Vyci: Cantidad en ml de acido estandarizado utilizado para recibir el destilado
Mnaon: Molaridad real de la base estandarizada utilizada para titular el destilado

Voo ML de base estandar utilizados para titular un mililitro de &cido
estandarizado menos los mililitros de base estdndar necesarios para titular el
blanco de reactivos llevado atraves del método y destilado en un mililitro de

acido estandarizado.
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Vnaon: Mililitros de base estandarizada necesarios para titular la muestra.
1.4007: Miliequivalentes del nitrdgeno * 100 para pasar a porcentaje

Factor: Un concentrado de proteinas puras contiene 16% de nitrégeno

entonces
Factor= 100/16 = 6.25
Modelo matematico:

%N= f(MHCL, V tcl M NaoH, V beos V naow, PESO MTRA)

IV) MAGNITUDES DE ENTRADA
X1=M pe

X2=V Hal

X3= M NaoH

Xa= V peo

X5 ="V NaoH

Xe= PESO MTRA

V) DETERMINACION DE LA INCERTIDUMBRE ESTANDAR INDIVIDUAL

Xy MECL = v Uvaloracién HCIZ

Uvaloracién HCl = y Uvaloracién NaOH? + UgastoHCI?

Uvaloracidn Nalll = 1;" Ustd™ + Upeso std”?

10094 —Ypureza

3

U std=

Esta informacién viene reportada en el certificado de andlisis del estandar

utilizado para realizar la valoracidon gue en este caso es biftalato de potasio.
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U peso std =U balanza

resolucion

243

U balanza =
Resolucién: es la minima cantidad que puede pesarse en la balanza analitica

que es de 0.0001g.

0.0001g _

23

U balanza = 2.89=107°g

Para hacer adimensional se divide entre la cantidad de estandar que debe

pesarse para la valoracion en este caso es 2.59

289107
U balanza=———=1.16* 107°

2.5g

U gasto de HCI=U bureta

U bureta: ro!arr%ncirz

-/

La tolerancia para una bureta de 50mL de clase A es igual a 0.05mL vy viene

reportada en la parte inferior de la bureta al concluir la escala.

U bureta= 2%™2-0.03mL

+3

Para hacer adimensional se divide entre 40ml ya que es el gasto aproximado

que se espera ya que se titula con 40mL de base.

0.05mL

U bureta= =75=10"*
40mlL

X2= U Ve = U pipeta volumétrica de 20mL

tolerancia

U Vhe=—

3

_0.03mlL

U Vhc= = = 0.02ZmlL

Para hacer adimensional se divide entre el volumen de la pipeta
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0.02ZmL

U Viei=—, =100+ 1072

X3= U Mnaon= Uvalcracion NaOH — \,J" Ustd? + Upecso std?

10094 —Ypureza
V3

U std=

Esta informacién viene reportada en el certificado de andlisis del estandar

utilizado para realizar la valoracién que en este caso es biftalato de potasio.

U peso std =U balanza

?"ES‘GLJGED?‘!
U balanza = —

LW

Resolucién: es la minima cantidad que puede pesarse en la balanza analitica
que es de 0.0001g.

0.0001g

U balanza =——-=2.89 = 10~ g

;'\.

Para hacer adimensional se divide entre la cantidad de estandar que debe

pesarse para la valoracion en este caso es 2.59

2.89:10°

U balanza= —1.16 = 107°

Xa= U Vpeo= U pipeta volumétrica de 1mL

tolerancia

U Veco= =

0.007mE _ 404 %107 3mL

U Veco=

Para hacer adimensional se divide entre el volumen de la pipeta

4.04:107

UV gco= ™-1.00 = 1073

lmL

X5 U VNaon=U bureta

tolerancia

U bureta= ———
o
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La tolerancia para una bureta de 50mL de clase A es iqual a 0.05mL v viene

reportada en la parte inferior de la bureta al concluid la escala.

U bureta= 2%™£-0.03mL

+3

Para hacer adimensional se divide entre 40ml ya que es el gasto aproximado

que se espera ya que se titula con 40mL de base.

0.05mL

U bureta= =75=10"*
40mlL

Xs Upeso mtra= Ubalanza

_resolucion

U balanza = -
2+3

Resolucién: es la minima cantidad que puede pesarse en la balanza analitica

que es de 0.0001g.

U balanza :D'Eﬁgl‘gzz.sg * 10759

&

Para hacer adimensional se divide entre la cantidad de estandar que debe
pesarse para la valoracion en este caso es 2.59

2.89:10 " °g

- =116% 107°
2.5g

U balanza=

VI) Obtener la incertidumbre combinada:

Uc=/Er, U1? + Stot?
Dénde:

Ul=es la incertidumbre de cada una de las fuentes de incertidumbre

Stot?= variabilidad total

[=¢”

—
Stot= |—+ SR?
N ow
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Sr= desviacion estandar en condiciones de repetibilidad
SR= desviacién estandar en condiciones de reproducibilidad

n= numero de resultados repetidos

VIl) Obtener la incertidumbre expandida:
Uexp == Uc * k
Uc= Incertidumbre combinada.

K= Factor de cobertura para un 95.45 % de confianza:
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CAPITULO VI: EJEMPLO DE PROTOCOLO DE VALIDACION

OBJETIVO:

EVALUAR EL INTERVALO DE TRABAJO, RECUPERACION, SESGO,
REPETIBILIDAD, n REPRODUCIBILIDAD, INCERTIDUMBRE EN LA
DETERMINACION DE PROTEINA EN ALIMENTOS PARA ANIMALES CON
EL METODO AOAC 984.13 CAPITULO 4.

ALCANCE: PRODUCTOS DE CONSUMO ANIMAL CON UN CONTENIDO DE
PROTEINA ENTRE 10 Y 50%
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METODO DE ENSAYO

HOMOGENIZAR MUESTRA

=

PESAR MUESTRA

=

TRANSFERIR A UN MATRAZ KIJELDAHL DE
800 mL

=

ADICIONAR 15g DE SULFATO DE POTASIO Y
0.04g DE SULFATO CUPRICO

&

ADICIONAR 20mL DE ACIDO SULFURICO Y
PERLAS DE EBULLICION

=

COLOCAR EN DIGESTOR KJELDAHL

4

CALENTAR HASTA QUE LOS HUMOS
BLANCOS DEJEN DE SALIR

U

DIGERIR DURANTE 90 MINUTOS MAS

J

ENFRIAR

d
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4

PREPARA MATRACES ERLENMEYER DE 500 mL
PARA RECIBIR EL DESTILADO CON 10mL DE HCI
0.5 M, 50 mL DE AGUA DESTILADA'Y 2 GOTAS DE

INDICADOR

4

COLOCAR PARA RECIBIR EL DESTILADO

4

AGREGAR AL MATRAZ KJELDAHL 300 mL DE
AGUA DESTILADA

4

AGRAGAR 100 mL DE NaOH AL 45%

<z

CONECTAR INMEDIATAMENTE AL DESTILADOR
KIJELDAHL

~

DESTILAR HASTA UN VOLUMEN MAYOR O IGUAL
A 150 mL

J

TITULAR CON NaOH 0.1 M
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Equipo:

v

v

v

Horno de secado.

Campana de extraccion.
Balanza analitica.

Balanza granataria.

Digestor kjeldahl.

Destilador kjeldahl.

Careta de seguridad.

Guantes de asbesto.
Termdmetro verificado a 120°C.

Mandil.

Material de uso general:

v

v

Matraces kjeldahl de 800 mL.
Matraces Erlenmeyer de 500 mL
Matraces Erlenmeyer de 250 mL
Perlas de vidrio

Probeta de 100 mL

Probeta de 25 mL

Vaso de precipitado de 250 mL

Espétula
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Material volumétrico
v Bureta de 50 mL
v Pipeta volumétrica de 1mL
v Pipeta volumétrica de 10 mL
v Pipeta volumétrica de 15 mL
v Pipeta volumétrica de 20 mL
v' Matraz volumétrico de 1L
v' Matraz volumétrico de 2L

Reactivos:

Acido sulfarico

Acido clorhidrico

Sulfato caprico

Sulfato de potasio

Sacarosa

Hidroxido de sodio

Indicador rojo de metilo

Indicador fenolftaleina

Alcohol etilico

Lisina HCI de alta pureza

Biftalato de potasio (sustancia de referencia previamente seco a 120°c durante
2 horas)

Agua destilada tipo Il
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Soluciones de trabajo:

Solucién NaOH(1+1)

En la campana de extraccion y en un bafio de agua fria disolver 500g de NaOH

en 500ml de agua destilada.

Indicador fenolftaleina al 1%

Pesar 1g de fenolftaleina y disolver en 100ml de alcohol etilico

Indicador rojo de metilo al 1%

Pesar 1g de rojo de metilo y disolver en 100ml de alcohol etilico

Solucién NaOH 0.1 M
Preparacion:

Medir 5.4ml de una solucibn de NaOH (1+1), transferir a un matraz
volumétrico que contiene aproximadamente 500ml de agua destilada libre de
CO, (previamente hervida durante 20minutos y enfriada a temperatura

ambiente), agitar para disolver y aforar.

Estandarizacion:

Pesar aproximadamente 0.5g de biftalato de potasio (previamente seco

a 120°c durante dos horas) en un matraz erlenmeyer de 250 mL, agregar 50
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mL de agua libre de CO2 y agitar hasta disolver el estandar, adicionar dos

gotas de fenolftaleina y titular con la solucion de NaOH.

Realizar esta valoracién se realiza por triplicado

GRAMOS DE BIFTALATO = 1000
ML NaOH = 204229

MOLARIDAD =

Gramos de biftalato= Peso real del estandar corregido por pureza.
mL NaOH = Mililitros de hidréxido de sodio gastados en la titulacion.

204.229 = Mili equivalentes del biftalato de potasio.

Solucién NaOH 0.5 M
Preparacion:

Medir 27mL de una solucion de NaOH (1+1), transferir a un matraz
volumeétrico que contiene aproximadamente 500 mL de agua destilada libre de
CO; (previamente hervida durante 20minutos y enfriada a temperatura

ambiente), agitar para disolver y aforar.
Estandarizacion:

Pesar aproximadamente 2.5g de biftalato de potasio (previamente seco
a 120°c durante dos horas) en un matraz erlenmeyer de 250 mL, agregar 50
mL de agua libre de CO2 y agitar hasta disolver el estandar, adicionar dos

gotas de fenolftaleina y titular con la solucion de NaOH.

Realizar esta valoracién se realiza por triplicado

GRAMOS DE BIFTALATO = 1000
MOLARIDAD =
ML NaOH = 204229
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Gramos de biftalato= peso real del estandar corregido por pureza.
mL NaOH = mililitros de hidréxido de sodio gastados en la titulacion.

204.229 = mili equivalentes del biftalato de potasio.

Solucién HCI 0.5M
Preparacion:

Medir 43 mL de &cido clorhidrico, transferir a un matraz volumétrico de
1L que contiene aproximadamente 500 mL de agua destilada libre de CO,
(previamente hervida durante 20 minutos y enfriada a temperatura ambiente),

agitar para disolver y aforar.

Estandarizacion:

Medir 40ml de una solucion de NaOH 0.5M previamente valorada con
estandar biftalato de potasio, transferir a un matraz erlenmeyer de 250ml y

agregar 2 gotas de fenolftaleina y titular con la solucién de HCI.

Realizar esta valoracion por triplicado
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MUESTRAS: Debido a que no se cuenta con una muestra libre de nitrogeno

proteico se realizaran diluciones con un patron de referencia (lisina) que tiene

un contenido de nitrégeno conocido como se describe a continuacion:

_ %proteina _ o g
nivel %pnitrégeno | g lisina
deseado sacarosa

1 10 1.6 0.1053 0.8947

2 20 3.2 0.2105 0.7895

3 30 4.8 0.3158 0.6842

4 40 6.4 0.4210 0.5790

5 50 8 0.5263 0.4737
_ %proteina o o g mL HCI

nivel %nitrogeno | g lisina
deseado sacarosa | 0.5M(propuesto)

1 10 1.6 0.1053 | 0.8947 10
2 20 3.2 0.2105 | 0.7895 10
3 30 4.8 0.3158 | 0.6842 15
4 40 6.4 0.4210 | 0.5790 15
5 50 8 0.5263 | 0.4737 20

Desarrollo experimental:

1.- Pesar por triplicado muestras que contengan .1053g de lisinay 0.8947g de

sacarosa, .2105g de lisinay .7895g de sacarosa, .3158g de lisinay .6892g de

sacarosa, .4210g de lisina y .5790g de sacarosa, .5263g de lisinay .4737 g de

sacarosa.

2.- Determinar el contenido de proteina con el método AOAC 983.15 capitulo 4

alimentos para animales 18° edicién por un mismo analista bajo las mismas

condiciones.
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3.- Graficar los valores de respuesta analitica (y) vs los valores de

concentracion afadida (x).

4.- Graficar los valores de % proteina obtenida (y) vs los valores de % proteina
adicionada (x). Verificar de manera visual la existencia de linealidad de los

datos.

5.- Con estos datos determinar el valor de la respuesta analitica ajustada (y")

para cada valor de concentracién empleando la siguiente ecuacion:
y =mx+b

6.- Calcular los valores residuales por medio de la curva ajustada (y’), para

cada nivel de proteina (%).

RECUPERACION Y SESGO:

1 Utilizar los resultados de recuperacion obtenidos en la determinacion del

intervalo de trabajo.

2 Para calcular el sesgo, hacer la sustraccion de los g de proteina afiadidos

menos los g de proteina obtenidos

3 Reportar como intervalo de recuperacion en % vy el intervalo de sesgo en %

de proteina

REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD.
1 Preparar muestras con 10, 30 Y 50% de proteina nueve réplicas de cada

nivel.
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2 Analizar las muestras por triplicado en dos dias diferentes (dias 1y 2) y por
dos analistas diferentes (analista 1 y 2), utilizando los mismos equipos y
método y obtener el % de recobro. Utilizar los resultados obtenidos en la
prueba de intervalo de trabajo para los niveles de 10, 30 y 50% de proteina,

como los datos para el analista 1 dia 1.

3 Reportar los intervalos de coeficiente de variacion (CVr y CVR) obtenidos a

partir de los tres niveles de % de proteina.

4 Calcular el promedio (x) y la desviacion estandar (s) de los resultados de %

de recobro de cada analista, para cada dia y cada nivel de % de proteina.

5 Calcular el promedio de las medias individuales para cada nivel de % de

proteina.

6 Para determinar la repetibilidad del método (CVr), calcular la desviacion
estandar de la repetibilidad (sr) y dividir este resultado entre el promedio de las

medias individuales (x) de cada nivel de % de proteina.

7 Para determinar la reproducibilidad del método (CVR), calcular la desviacion
estandar de la reproducibilidad (sR) y dividir este resultado entre el promedio

de las medias individuales (x) de cada nivel de % de proteina.

Incertidumbre:
1.- Identificar todas las fuentes de incertidumbre.

2.- Determinar la incertidumbre estandar y la incertidumbre expandida.
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RESULTADOS:

INTERVALO DE TRABAJO:

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio

Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista: Indicar el nombre del analista que realiza

Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.

Analito: Indicar el analito q se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitadcora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado

% Proteina *Desviacion *0 C. V.
Nivel %Nitrégeno g Lisina g Sacarosa 3
deseado estandar
1 10 1.6 0.1053 0.8947
2 20 3.2 0.2105 0.7895
3 30 4.8 0.3158 0.6842
4 40 6.4 0.4210 0.5790
5 50 8 0.5263 0.4737

* DATO OBTENIDO EN EL DESARROLLO EXPERIMENTAL.
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Recuperacion y sesgo:

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio
Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista: Indicar el nombre del analista que realiza

Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.

Analito: Indicar el analito q se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitdcora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado.

%

. % Proteina %Nitr6geno ) %

Nivel Proteina g Sesgo
deseado agregado ] Recuperaciéon
obtenido
1 10 1.6
2 20 3.2
3 30 4.8
4 40 6.4
5 50 8
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Repetibilidad y reproducibilidad:

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio

Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista: Indicar el nombre del analista que realiza

Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.

Analito: Indicar el analito g se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitacora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado

DIA

MUESTRA

NIVEL INFERIOR
(10%)

NIVEL MEDIO (30%)

NIVEL SUPERIOR
(50%)

ANALISTA
1

ANALISTA
2

ANALISTA
1

ANALISTA
2

ANALISTA
1

ANALISTA
2

1

2

3

PROMEDIO

DESV.
EST.

1

2

3

PROMEDIO

DESV.
EST.

Sr

C.V.r

SR

C.V.R
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CAPITULO VII: EJEMPLO DE INFORME DE VALIDACION

1.- Objetivo: evaluar el intervalo de trabajo, repetibilidad, reproducibilidad,

sesgo, recuperacion en la determinacion de proteina en alimentos para

animales por el método Kjeldahl AOAC 984.13 capitulo 4

2- Alcance: Aplica a productos de consumo animal en los cuales el contenido

de proteina sea cuantificable por el método Kjeldahl AOAC 984.13

3.- Antecedentes:

Mencionar antecedentes de la determinacion de proteinas en alimentos de

consumo animal.

4.- Equipo
. . - ., Intervalo de
Equipo Marca Modelo Serie Identificacion _
trabajo
_ Indicar el
_ _ Indicar el _ _
Balanza Indicar la | Indicar el . Indicar la intervalo
_ namero de _
analitica marca modelo _ clave interna de
serie o
medicion
_ Indicar el
_ _ Indicar el _ _
Balanza Indicar la | Indicar el ) Indicar la intervalo
_ namero de _
granataria marca modelo _ clave interna de
serie o
medicion
_ Indicar el
_ _ Indicar el _ _
. Indicar la | Indicar el Indicar la intervalo
Termometro namero de _
marca modelo _ clave interna de
serie o
medicion
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5.- Materiales

5.1 Materiales de uso general:

Matraz kjeldahl de 800mL

Matraz erlenmeyer de 500mL

Matraz erlenmeyer de 250mL

Probeta de 100mL

Probeta de 25mL

5.2 Material volumétrico

Descripcion

Marca

Clave

Volumen

nominal

Volumen

Real

Bureta

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y
tolerancia

Pipeta

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y

tolerancia

Pipeta

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y

tolerancia

Pipeta

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y

tolerancia

Pipeta

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y
tolerancia

Matraz

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y

tolerancia

Matraz

Indicar la marca

Indicar clave interna

Indicar el volumen

Indicar el volumen y

tolerancia

Nota: Deben indicarse estos datos para cada material volumétrico que se utilice

aunque sea mas de uno del mismo volumen.
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6.- Reactivos

Nombre Marca Grado pureza Presentacion | Lote
Acido Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
sulfdrico marca pureza contenido lote
Acido Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
clorhidrico marca pureza contenido lote
Hidroxido de Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
sodio marca pureza contenido lote
Sulfato de Indicar la . Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
potasio marca pureza contenido lote
ulfato , , , ,
S Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
.o marca pureza contenido lote
Cuprico
Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
Sacarosa reactivo .
marca pureza contenido lote
Rojo de Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
metilo marca pureza contenido lote
3 Indicar la ) Indicar la Indicar el Indicar el
Fenolftaleina reactivo .
marca pureza contenido lote
Alcohol Indicar la . Indicar la Indicar el Indicar el
reactivo .
etilico marca pureza contenido lote
6.1 Patron de referencia
Nombre Marca Grado Pureza Presentacion Lote
o Indicar i Indicar Indicar )
Lisina Estandar . Indicar lote
marca pureza contenido
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6.2 SOLUCIONES DE TRABAJO
Solucién NaOH (1+1)

En la campana de extraccion y en un bafio de agua fria disolver 500g de NaOH

en 500ml de agua destilada.
Bitdcora: Anotar la bithcora en donde se registra la solucion.
Indicador fenolftaleina al 1%.

Pesar 1g de fenolftaleina y disolver en 100ml de alcohol etilico.
Bitadcora: indicar la bithcora donde se registra la solucion.
Indicador rojo de metilo al 1%.

Pesar 1g de rojo de metilo y disolver en 100ml de alcohol etilico.
Bitdcora: Indicar la bitacora donde se registra la solucion.

6.3 SOLUCIONES DE REFERENCIA.

Solucién NaOH 0.1 M

Preparacion:

Medir 5.4ml de una solucibn de NaOH (1+1), transferir a un matraz
volumétrico que contiene aproximadamente 500ml de agua destilada libre de
co2 (previamente hervida durante 20minutos y enfriada a temperatura

ambiente), agitar para disolver y aforar.

Estandarizacion:

Pesar aproximadamente 0.5g de biftalato de potasio (previamente seco
a 120°c durante dos horas) en un matraz erlenmeyer de 250ml, agregar 50ml
de agua libre de CO2 y agitar hasta disolver el estandar, adicionar dos gotas de

fenolftaleina y titular con la solucion de NaOH.

Realizar esta valoracion se realiza por triplicado
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GRAMOS DE BIFTALATO = 1000
ML NaOH = 204229

MOLARIDAD =

Gramos de biftalato= peso real del estandar corregido por pureza
mL NaOH = mililitros de hidréxido de sodio gastados en la titulacion
204.229 = mili equivalentes del biftalato de potasio

Bitacora: Indicar la bitacora donde se registra la solucién

Solucién NaOH 0.5 M
Preparacion:

Medir 27mL de una solucion de NaOH (1+1), transferir a un matraz
volumétrico que contiene aproximadamente 500ml de agua destilada libre de
CO2 (previamente hervida durante 20minutos y enfriada a temperatura

ambiente), agitar para disolver y aforar.
Estandarizacion:

Pesar aproximadamente 2.5g de biftalato de potasio (previamente seco
a 120°c durante dos horas) en un matraz erlenmeyer de 250ml, agregar 50ml
de agua libre de CO2 y agitar hasta disolver el estandar, adicionar dos gotas de

fenolftaleina y titular con la solucion de NaOH.

Realizar esta valoracion se realiza por triplicado

GRAMOS DE BIFTALATO = 1000
ML NaOH = 204229

MOLARIDAD —

Gramos de biftalato= peso real del estandar corregido por pureza
mL NaOH = mililitros de hidréxido de sodio gastados en la titulacion
204.229 = mili equivalentes del biftalato de potasio

Bitadcora: indicar la bithcora donde se registra la solucion.
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Solucién HCI 0.5M
Preparacion:

Medir 43ml de acido clorhidrico, transferir a un matraz volumétrico de 1l
que contiene aproximadamente 500ml de agua destilada libre de CO;
(previamente hervida durante 20 minutos y enfriada a temperatura ambiente),

agitar para disolver y aforar.
Estandarizacion:

Medir 40ml de una solucion de NaOH 0.5M previamente valorada con
estandar biftalato de potasio, transferir a un matraz erlenmeyer de 250ml y

agregar 2 gotas de fenolftaleina y titular con la solucién de HCI.
Realizar esta valoracién por triplicado

Bitadcora: indicar la bithcora donde se registra la solucion.

7.- Muestras

El % de proteina se calculé de la siguiente manera para cada nivel:
% proteina= % Nitr6geno*6.25

Entonces para tener un 10% de proteina:

%N=

Y = 1.60%

6.25
Se divide entre la concentracion de nitrogeno en el estdndar para obtener los
gramos de lisina que se deben pesar

g lisina= === = 0.1053g de lisina

Estos gramos se diluyen en sacarosa para obtener un gramo de muestra y la

cantidad de sacarosa se obtiene restando 1g menos los gramos de lisina

g sacarosa= 1-0.1053 = 0.8947g de sacarosa
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8.- METODO EXPERIMENTAL

HOMOGENIZAR MUESTRA

-

PESAR MUESTRA

-

TRANSFERIR A UN MATRAZ KJELDAHL DE
800 mL

&

ADICIONAR 15g DE SULFATO DE POTASIO Y
0.04g DE SULFATO CUPRICO

&

ADICIONAR 20mL DE ACIDO SULFURICO Y
PERLAS DE EBULLICION

=

COLOCAR EN DIGESTOR KJELDAHL

4

CALENTAR HASTA QUE LOS HUMOS
BLANCOS DEJEN DE SALIR

DIGERIR DURANTE 90 MINUTOS MAS

4

ENFRIAR

4
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PREPARA MATRACES ERLENMEYER DE 500 mL
PARA RECIBIR EL DESTILADO CON 10mL DE HCI
0.5 M, 50 mL DE AGUA DESTILADA'Y 2 GOTAS DE

INDICADOR

&

COLOCAR PARA RECIBIR EL DESTILADO

=

AGREGAR AL MATRAZ KJELDAHL 300 mL DE
AGUA DESTILADA

=

AGRAGAR 100 mL DE NaOH AL 45%

=

CONECTAR INMEDIATAMENTE AL DESTILADOR
KIELDAHL

“

DESTILAR HASTA UN VOLUMEN MAYOR O IGUAL
A 150 mL

=

TITULAR CON NaOH 0.1 M
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9.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

9.1 Intervalo de trabajo

Se pesaron por triplicado muestras que contengan .1053g de lisina y 0.8947¢g

de sacarosa, .2105g de lisina y .7895g de sacarosa, .3158g de lisina y .6892¢g

de sacarosa, .4210g de lisina 'y .5790g de sacarosa, .5263g de lisinay .4737 g

de sacarosa.

_ %proteina o o g
nivel %nitrogeno | g lisina
deseado sacarosa

1 10 1.6 0.1053 0,8947
2 20 3.2 0.2105 0.7895
3 30 4.8 0.3158 0.6842
4 40 6.4 0.4210 0.5790
5 50 8 0.5263 0.4737

9.1.2.- Determinar el contenido de proteina con el método AOAC 983.15

capitulo 4 alimentos para animales 18° edicion por un mismo analista bajo las

mismas condiciones. Recibiendo el destilado en alicuotas de HCI 0.5M como

se muestra en la siguiente tabla:

_ %proteina o o g mL HCI
nivel %nitrogeno | g lisina
deseado sacarosa 0.5M
1 10 1.6 0.1053 0.8947 10
2 20 3.2 0.2105 0.7895 10
3 30 4.8 0.3158 0.6842 15
4 40 6.4 0.4210 0.5790 15
5 50 8 0.5263 0.4737 20

9.1.3.- Se determind la cantidad de proteina en cada muestra atraves de la

siguiente formula:
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((MHCL * VHCL) — (MNGOH * Vbco) — (MNaOH = VNaOH))
ol = — & 14007
PESO MTRA

% PROTEINA= % NITROGENO*FACTOR

Donde:

Muci: Molaridad real del acido estandarizado utilizado para recibir el destilado.
Vier: Cantidad en ml de acido estandarizado utilizado para recibir el destilado
Mnaon: molaridad real de la base estandarizada utilizada para titular el destilado

Voo Ml de base estandar utilizados para titular un mililitro de &cido
estandarizado menos los mililitros de base estdndar necesarios para titular el
blanco de reactivos llevado atreves del método y destilado en un mililitro de

acido estandarizado.

Vnaon: Mililitros de base estandarizada necesarios para titular la muestra.
1.4007: miliequivalentes del nitrdgeno * 100 para pasar a porcentaje

Factor: un concentrado de proteinas puras contiene 16% de nitrégeno entonces

Factor= 100/16 = 6.25

9.1.4.- Se graficaron los valores de proteina obtenidos (y) vs los valores de

proteina tedricos (x), se confirmé de manera visual la existencia de linealidad.

9.1.5.- Se calcularon la pendiente y la ordenada al origen y se calcularon los

datos de y” para cada valor de proteina.

9.1.6.- Se calcularon los valores residuales por diferencia entre el valor de
proteina obtenido menos la proteina ajustada y* y se confirmé una distribucién

aleatoria de los datos.
9.2 Limite de deteccion y cuantificacion

No aplica
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9.3 Recuperacion y sesgo

9.3.1 Se calcul6 la recuperacion con los datos obtenidos en el intervalo de

trabajo

9.3.2 Para obtener el sesgo se hizo la diferencia del % de proteina afiadido

menos el % de proteina recuperado.
9.4 Repetibilidad y reproducibilidad

9.4.1 Se prepararon muestras con 10, 30 Y 50% de proteina nueve réplicas de

cada nivel.

9.4.2 Se analizaron las muestras por triplicado en dos dias diferentes (dias 1y
2) y por dos analistas diferentes (analista 1 y 2), utilizando los mismos equipos
y método y obtener el % de recobro. Utilizar los resultados obtenidos en la
prueba de intervalo de trabajo para los niveles de 10, 30 y 50% de proteina,

como los datos para el analista 1 dia 1.

9.4.3 Reportar los intervalos de coeficiente de variacion (CVr y CVR) obtenidos

a partir de los tres niveles de % de proteina.

9.4.4 Calcular el promedio (x) y la desviacion estandar (s) de los resultados de

% de recobro de cada analista, para cada dia y cada nivel de % de proteina.

9.4.5 Calcular el promedio de las medias individuales para cada nivel de % de

proteina

9.4.6 Para determinar la repetibilidad del método (CVr), se calcula la desviacion
estandar de la repetibilidad (sr) y se divide este resultado entre el promedio de

las medias individuales (x) de cada nivel de % de proteina
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9.4.7 Para determinar la reproducibilidad del método (CVR), se calculd la
desviacion estandar de la reproducibilidad (sR) y se dividié este resultado entre

el promedio de las medias individuales (x) de cada nivel de % de proteina

Incertidumbre:
1.- Identificar todas las fuentes de incertidumbre.

2.- Determinar la incertidumbre estandar y la incertidumbre expandida
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10.- RESULTADOS

INTERVALO DE TRABAJO:

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio

Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista: Indicar el nombre del analista que realiza

Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.

Analito: Indicar el analito q se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitdcora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado

Nivel

% Proteina

deseado

% Nitrégeno

g lisina

g sacarosa

mL HCI
0.5M

ml NaOH
0.1M

10

1.6

0.1053

0.8947

10

38.2

38.5

38.4

20

3.2

0.2105

0.7895

10

27.1

26.9

27.0

30

4.8

0.3158

0.6842

10

15.7

15.6

15.9

40

6.4

0.4210

0.5790

15

29.2

20.1

29.2

50

0.5263

0.4737

20

42.3

42.1

42 .4
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60
50
40
30
20

10 L 4

INTERVALO DE TRABAJO

20

30 40

50

60

Al graficar el contenido de proteina teorico vs el % de proteina obtenido se observa que la

grafica presenta linealidad visual por lo tanto se considera que el intervalo de trabajo cumple

con el criterio de aceptacion

Nivel % Protefna | SNitrogeno Proi/:zl'na Residual
deseado agregado )
obtenido
10.24 0.15
1 10 1.6 9.98 0.03
10.07 0.03
19.96 -0.09
2 20 3.2 20.14 0.09
20.05 -0.04
29.94 -0.11
3 30 4.8 30.03 0.12
29.76 -0.11
40.01 -0.03
4 40 6.4 40.10 -0.18
40.01 -0.03
50.43 -0.03
5 50 8 50.60 0.15
50.34 -0.12
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GRAFICO DE RESIDUALES
0.20
0.15 & &
0.10
0.05
0.00 + GRAFICO DE RESIDUALES
-0.05
-0.10 &
-0.15

-0.20

El grafico de residuales presenta un comportamiento aleatorio y no presenta tendencias por lo

tanto cumple con el criterio de aceptacion
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RECUPERACION Y SESGO

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio

Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista: Indicar el nombre del analista que realiza
Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.
Analito: Indicar el analito g se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitacora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado

Nivel % Proteina %Nitrogeno ProZina % |
deseado agregado obtenido Recuperacion
10.24 102.43
1 10 1.6 9.98 99.80
10.07 100.68
19.96 99.80
2 20 3.2 20.14 100.68
20.05 100.24
29.94 99.80
3 30 4.8 30.03 100.09
29.76 99.22
40.01 100.02
4 40 6.4 40.10 100.24
40.01 100.02
50.43 100.85
5 50 8 50.60 101.20
50.34 100.68

La recuperacion se encuentra entre un 100+ 10 % que es criterio de aceptacion

para un método volumétrico por lo tanto cumple con el criterio de recuperacion.
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REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Fecha de inicio: Indicar fecha de inicio

Fecha de término: Indicar fecha de término

Analista 1: Indicar el nombre del analista que realiza
Analista 2: Indicar el nombre del analista
Laboratorio: Indicar el nombre del laboratorio.
Analito: Indicar el analito g se cuantifica.

Matriz: Indicar la matriz a evaluar.

Unidades: Indicar las unidades en las que se reporta.

Bitacora: Indicar la bitacora y el o los folios donde se encuentra registrado

NIVEL INFERIOR NIVEL SUPERIOR
NIVEL MEDIO (30%)
(10%) (50%)
DIA | MUESTRA
ANALISTA[ANALISTA|ANALISTAJANALISTA|ANALISTA[ANALISTA
1 2 1 2 1 2
1 10.24 10.07 29.94 29.90 50.43 50.52
2 9.98 10.33 30.03 29.77 50.60 50.79
. 3 10.07 10.06 29.76 30.15 50.34 50.23
PROMEDIO| 10.10 10.18 29.91 29.94 50.46 50.51
DESV.
0.13 0.03 0.14 0.19 0.13 0.28
EST.
1 10.06 10.15 30.16 29.86 50.12 49.86
2 10.13 9.90 30.13 30.12 49.96 50.13
, 3 10.17 10.27 29.92 30.23 50.21 50.09
PROMEDIO| 10.12 10.11 30.07 30.07 50.10 50.03
DESV.
0.05 0.19 0.13 0.19 0.13 0.29
EST.
X 10.11 10.13 29.99 30.00 50.28 50.27
Sr 0.09 0.15 0.15 0.18 0.23 0.33
C.V.r 0.90 1.54 0.49 0.62 0.45 0.66
SR 0.01 0.01 0.007 0.007 0.007 0.007
C.V.R 0.14 0.14 0.02 0.02 0.01 0.01
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Los coeficientes de variacion son menores a 2% para ambos analistas en

diferentes dias por lo tanto cumplen con criterio de repetibilidad

Los coeficientes de variacion de los promedios de ambos analistas son
menores al 2% para los tres niveles de concentracion por lo tanto cumplen con

el criterio de reproducibilidad.
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CONCLUSIONES:

Se identificaron y se mostr6 como evaluar los parametros de desempefio
aplicables al método Kjeldahl AOAC 984.13 Capitulo 4, alimentos para
animales 182 edicion.

Para fines de mostrar como se realiza la evaluacion de estos parametros
se colocaron datos tedricos que ilustran como debe presentarse un
informe de resultados, sin embargo el presente trabajo en 100%
documental.

Fueron determinados los pardmetros que causan incertidumbre en la
cuantificacion de proteinas en alimentos para animales y se plante6 el
modelo matematico para su determinacion.

Se detectaron las principales fuentes de incertidumbre en la
determinacion de proteinas por el método kjeldahl.
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