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1. RESUMEN

VIGILADA MINEDUCACION"

El P como mineral, es un elemento esencial para transformar la proteina y la energia de los

alimentos en componentes del organismo o en productos animales; por tanto, debe ser
utilizado en la ingesta animal como base para el mantenimiento de las funciones organicas,
para la formacién de tejidos en los animales en crecimiento y para la produccion de carne,

huevos, leche, lana, entre otros.

Para conocer con precision y exactitud el contenido de P en los alimentos destinados a la
nutricion animal es necesario realizar una verificacion analitica en las condiciones de cada
laboratorio, que consiste en la evaluacion de ciertos parametros que aportan evidencia
objetiva que cumplen con requisitos especificos. Esta técnica se encuentra normalizada por
la F.A.O. Animal Production and Health 2011. Edicion N°14 y fue verificada con el fin de
reportar resultados confiables por el laboratorio.

Para esto, se establecidé como objetivo principal de este trabajo la verificacién de la
metodologia para la determinacion de P total en la matriz de alimentos para animales bajo
las condiciones del laboratorio de Quimica Analitica del C.I .TURIPANA, mediante el
método colorimétrico del acido vanadomolibdofosférico con el fin reportar resultados

confiables en la prestacion del servicio.

El intervalo lineal seleccionado se encuentra entre 1 - 30 pg/ml P, el limite de cuantificacion
del método (LCM) fue de 0,05 g/kg P, limite de deteccion del método (LDM) de 0,04 g/kg P
y el limite de deteccion instrumental (LDI) de 0,005 g/kg P.

La precision, evaluada como repetibilidad y precision intermedia presentd coeficientes de
variacion (CV) inferiores al 8 %, 4 % y 2 % para el rango de trabajo bajo, medio y alto

respectivamente, cumpliendo con el CV maximo permitido por la AOAC.

Palabras claves: parametros, verificacion, analito, ISO, FAO, linealidad, AOAC, forrajes.
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2. INTRODUCCION

La produccion de alimentos para animales se ha convertido en una actividad intermedia entre

VIGILADA MINEDUCACION"

la agroindustria y la actividad pecuaria, en donde se transforman materias primas de origen

agricola como maiz y yuca, en alimentos destinados a los animales y de esta manera producir
bienes de consumo humano como carne, pollo y leche. La importancia de este sector ha sido
creciente, ya que la alimentacion de los animales es fundamental para obtener productos
finales de mejor calidad (Legiscomex, 2017).

En Colombia, la Superintendencia de Industria y Comercio (SIC) afirma que los alimentos
para animales estdn moviendo importantes recursos, al generar empleo y desarrollo en el
sector rural; sin embargo, la deficiencia en la infraestructura del pais se ha convertido en unos
de los principales retos a superar por parte de la industria. En lo referente a la productividad
del sector, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), se ha encargado de controlar la
elaboracion, comercializacion y uso de los alimentos, aditivos y sales mineralizadas,
utilizados en la alimentacion animal, esto con el objetivo de que los productores colombianos
cuenten con comestibles de buena calidad, los cuales al ser usados correctamente prevengan
problemas zoosanitarios en las especies animales y garanticen la inocuidad del producto final

(Legiscomex, 2017).

En este sentido, cobran vital importancia el contenido de macrominerales en los alimentos,
como por ejemplo el P, el cual se requiere en grandes cantidades en la alimentacién animal,
puesto que es uno de los componentes de mayor importancia en el hueso (aproximadamente
el 80% del fosforo del cuerpo estd presente en el esqueleto), forma parte importante de
compuestos organicos implicados en casi todos los aspectos del metabolismo, juega un papel
importante en los musculos, el metabolismo energético de los hidratos de carbono, grasas,
aminoacidos, tejidos nerviosos, quimica normal de la sangre y desarrollo del esqueleto.
(Rebollar, P. G et al., 1999).

En particular, las empresas productoras y los usuarios finales que suministran el alimento a
los animales, tienen la necesidad de conocer el contenido nutricional; es asi que, cuantificar

el contenido de P es de vital importancia y por eso se requiere emplear metodologias que
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permitan conocer esta informacién y brindar el servicio a los productores como también a

empresas grandes, medianas y pequefias de la region y el pais.

VIGILADA MINEDUCACION"

Debido a lo anterior, se realizo la verificacion de la metodologia para la determinacion del
contenido de P total en alimentos para animales de acuerdo con el método normalizado
reportado por la F.A.O. 2011, en las instalaciones del laboratorio de quimica analitica del
C.I. Turipana- AGROSAVIA, con el fin de ser ofrecido como servicio para estimar el

contenido de P presente en los alimentos.

AGROSAVIA, a través del C.I. Turipana tiene un gran compromiso con la regién y busca
fortalecer la conexion de los productores con el sector agropecuario, por eso es importante
ofrecer metodologias analiticas normalizadas y verificadas en las condiciones del laboratorio,
y para la obtencion de resultados analiticos con rigor y calidad cientifica que seran

suministrados al cliente.

3. MARCO TEORICO

3.1. Minerales

Los minerales representan del 4,3 % al 4,7% de la masa total de los animales superiores.
Estos minerales se pueden encontrar como iones, en forma de sales no disociadas o en
combinaciones con otros compuestos organicos, siendo las formas ionicas las de mayor
importancia. Ademas, mantienen al animal en buen estado de salud. Se considera que los
minerales son el tercer grupo limitante en la nutricion animal, siendo a su vez, el que tiene
mayor potencial y menor costo para incrementar la produccién del ganado (Salamanca,
2010).

Los minerales desempefian funciones tan importantes como ser constituyentes de la

estructura 6sea y dental, de tejidos blandos y liquidos corporales. (Cseh, 2015).
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3.2  Fasforo (P)

VIGILADA MINEDUCACION" 3 . 2 . 1 Gene ral i dades
El P como mineral, es un elemento esencial y necesario para transformar la proteina y la
energia de los alimentos en componentes del organismo o en productos animales como leche,

carne, crias, piel y lana.

El P es fundamental para la funcién y estructura de los tejidos; su fisiologia y metabolismo
estan modulados e interrelacionados por otros nutrientes, por hormonas y por la vitamina D;
A su vez, representan el principal componente mineral del hueso por lo cual deben estar
disponibles simultaneamente y en cantidades suficientes para que la mineralizacion dsea sea
adecuada, la carencia de uno de ellos, de ambos o de la vitamina D ocasiona complicaciones,
especialmente osteopenia, raquitismo y fracturas. (Mollehuanca, 2018)

3.2.2 Fosforo en la nutricion animal
Los alimentos son considerados cualquier elemento de una dieta que aporta los nutrientes
necesarios para el organismo animal para mantener sus necesidades vitales como
crecimiento, mantenimiento fisioldgico, reproduccion y produccién econéomica. (Ruano,
2012). Los componentes utilizados en la alimentacion animal, basicamente consisten en

forrajes, concentrados y subproductos.

El P participa en el 95% de las reacciones de transferencia y utilizacion de energia influyendo
directamente sobre la ganancia de peso corporal, la cual esta relacionada con el inicio de la
pubertad, de esta manera, la disponibilidad de Ca, P y Mg para la pubertad es de gran
importancia, ya que son requeridos en la tendencia a la estabilidad de los drganos

reproductivos y el resto de los tejidos corporales (Miranda et al., 2006).

Se ha identificado que en el cuerpo animal el 80% de P se encuentra en el esqueleto y el resto
se distribuye en todo el cuerpo en combinacion con proteinas, grasas y sales inorganicas,
también se evidencia que el P constituye el 22% de la ceniza mineral y menos del 1% del
peso total del cuerpo, su papel mas importante es ser un integrante fundamental de los huesos

y dientes y a su vez, mejora el comportamiento de la reproduccion en varias etapas del ciclo
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eproductivo, incrementa la fertilidad, la tasa de nacimiento y crecimiento de terneros (Garcia
etal., 2004).

VIGILADA MINEDUCACION"

Dentro de las funciones generales de este mineral estd la de conferir solidez y fuerza al
esqueleto, activacion de enzimas, secrecion de numerosas hormonas y factores de liberacion
de hormonas, contraccion y relajacion muscular, en ganado es importantes para la produccion

de leche y también para la formacion del tejido muscular (Reyes et al., 2000)

Cabe destacar que en relacion a las concentraciones de P que influyen en la produccion de
derivados lacteos, se deben tener en cuenta aspectos importantes al momento de determinar
estos analitos, como las condiciones ambientales, sanitarias, tecnificacion y manejo
nutricional de los animales, ya que de ello depende el éxito o fracaso de una empresa lechera,

como lo indica la universidad politécnica salesiana en Ecuador (Barros et al., 2012).

Por otra parte, el Departamento de Salud animal de la facultad de ciencias agropecuarias de
la Universidad de Caldas, realiz6 un estudio en la determinacion de Ca, P y Mg en ganado
lechero, lo cual indicé que el Ca y el Mg eran los adecuados para un correcto balance
metabdlico mineral para el periparto, mientras que los valores de P en algunos casos presentd
un aporte superior al requerido, por lo que es necesario realizar estudios posteriores para
determinar la magnitud del exceso en el consumo y el efecto que tiene sobre la fertilidad del

ganado lechero (Ceballos et al., 2004).

En Colombia y en la mayoria de paises tropicales la base de la alimentacién de los Bovinos
son los Pastos. Las pasturas de nuestro pais se caracterizan por la gran variedad de especies
y la alta variabilidad en su calidad debido a las diferentes formas de manejo, las épocas cli
maticas y a la diversidad de la geografia. Particularmente en Cordoba existe una gran
variedad de pastos en los que se destacan los que son para pastoreo y los de corte, para los
primeramente mencionados el Kikuyo, Brasilero, Braquiaria, entre otros y para los pastos de
corte se encuentran Gramalante, Cafia Forrajera, Gramafante, etc. En una caracterizacion del
valor nutricional del pasto Kikuyo realizada por el Laboratorio de Nutricion Animal de la
Universidad Nacional de Colombia se obtuvo un promedio de P de 0,48% (Correa et al.,
2008).
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~/Del mismo modo, en Antioquia realizaron una extrusion hiumeda del pasto Kikuyo donde se

obtuvo un 0,545% de P en la muestra (Cruz et al., 2020); la disponibilidad de alimentos

VIGILADA MINEDUCACION"

naturales a partir de plantas con alta concentracion de P para animales herbivoros en la region

cordobesa es limitada, debido a que estas no aportan gran concentracion de estos minerales
en su alimentacion, asi el andlisis quimico de estos elementos se vuelve primordial tanto en
concentrados, forrajes y asimismo subproductos, con el fin de buscar alternativas en la
alimentacion que proporcione mayores contenidos de este elemento o mejorar procesos

productivos de alimentos en términos del contenido de P.

3.3. Alteraciones en la ingesta de fosforo

Se ha evidenciado que la ingestion insuficiente de P, se encuentra relacionado con una baja
fertilidad por una aparente disfuncion de los ovarios, presentdndose como consecuencia la

baja produccién de leche por deficiencia de este elemento (Ceballos et al., 2004).

Las principales causas de deficiencia mineral en el forraje son debido a bajas concentraciones
de mineral en el suelo por presencia de antagonistas y ausencia de formas disponibles (Igac,
2021). Los pastos carentes de minerales proveen al animal una nutricion mineral baja.
Adicionalmente, el ganado destinado a produccion de leche bajo condiciones de pastoreo
requiere caminar para la obtencién de forraje y para el ordefio por lo que es necesaria un buen

nivel de P en su estructura ésea. (lgac, 2021)

3.4. Método de cuantificacién de P

Existen diversas formas de cuantificar el contenido fosforo en la matriz de alimentos, las
cuales se basan en la proporcionalidad que existe entre la concentracion y la sefial de un
instrumento de medicion.
Para la determinacion de contenido de P el método colorimétrico se basa en la formacion de
un compuesto de color amarillo debido a la unién entre el anion fosfato PO42 vy el
Molibdovanadato que absorbe a una longitud de onda de 430 nm. La absorbancia del
complejo a 430 nm es proporcional a la concentracion del ion fosfato (ley de Beer- Lambert).
(FAO 2011).
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4. PARAMETROS DE VERIFICACION

wpemeeet 4.1, Intervalo de trabajo del método
El intervalo de trabajo del método, dado en el alcance del método, se relaciona con la
concentracion de la muestra de laboratorio. Se expresa, por ejemplo, en pg kg-1 para una
muestra de ensayo sélida. Esta dado entre un valor minimo que es el LCM y un valor maximo

derivado de las muestras sometidas a todo el proceso analitico en los ensayos de precision.

4.2. Linealidad (Intervalo lineal, intervalo de trabajo del método)
El intervalo lineal es el intervalo de concentracion de analito sobre el cual el método produce

resultados proporcionales a la misma (IDEAM, 2006)

Con el objeto de determinar el rango lineal, se realiza un andlisis de los patrones de trabajo a
diferentes concentraciones y un blanco libre del valor conocido de analito, luego se realiza

un gréafico de concentracion vs respuesta instrumental.

4.3. Limite de deteccion del método (LDM)
El limite de deteccion del método es la menor concentracidn en la muestra que produce una
lectura diferente a la del blanco. Para la determinacion del LDM se realiza la lectura blancos
de proceso, del cual se debera tener en cuenta que hacen parte todos los reactivos del método,

menos el analito de interés, su expresion matematica esta dada por la siguiente expresion:
LDM =X+3S (1)

Donde

X: Promedio de las concentraciones del blanco

S: Desviacion estandar en el analisis de las réplicas

(GA-P-113 “Validacion y verificacion de métodos quimicos” 2019)
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4.4  Limite de cuantificacion del método (LCM)

someeeee E1 TimMite de cuantificacion del método, esta determinado por la concentracion mas baja de
analito. Su cuantificacion depende de los niveles aceptables de precision como repetibilidad
y veracidad, el LCM se define como 10 veces la desviacion estandar de los blancos de

proceso, Yy se determina por la siguiente expresion

LCM =X.+ 10 %S
Donde
X: Promedio de las concentraciones del blanco

S: Desviacion estandar en el analisis de las réplicas

(GA-P-113 “Validacion y verificacion de métodos quimicos” 2019)

45  Limite de deteccion instrumental (LDI)
El Limite de deteccion instrumental esta dado por la concentracion minima de una muestra
analizada que, sin la presencia de la matriz de interés, un instrumento puede detectar. El
LDI se ha establecido como 1,645 veces el valor de la desviacion estandar del anélisis del
blanco (S); para esto se utilizan blancos de reactivos. Su expresion matematica esta dada

por la siguiente expresion

LDI = S * 1,645

Donde

S: Desviacion estandar en el analisis de las réplicas

(GA-P-113 “Validacion y verificacion de métodos quimicos” 2019)
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4.6. Veracidad

Veracidad es considerado como el grado de concordancia entre el valor promedio obtenido

VIGILADA MINEDUCACION"

en los resultados de ensayo y una referencia aceptada o valor verdadero dada por un material

de referencia certificado o por ensayos interlaboratorios. Este se determina utilizando 7
réplicas de materiales de referencia en un rango de trabajo bajo, medio y alto. El criterio de
aceptacion en forma general esta dado por valores -2 < z-score < 2.

Valor exp — Valor real
S

Zscore =

4.7. Precision
La precision esta comprendida por la repetibilidad y la precision intermedia, a su vez puede
definirse como la medida de la reproducibilidad de todas las mediciones en conjunto,

observando la dispersién de los datos en torno al valor central.

4.7.1. Repetibilidad
Esta dada por el grado de repeticion entre los resultados de las mediciones que se realizan de
manera sucesiva durante un dia, manteniendo las mismas condiciones de analista, equipo,
etc. Los resultados deben expresarse en términos de promedio (X), desviacion estandar (S) y

coeficiente de variacion (CV).
% CV > 100
= =
’ X

Donde

% CV: Porcentaje de coeficiente de variacion
(S): Desviacidn estandar

(X): Promedio

4.7.2. Precision intermedia
Se determina por la medida realizada ya sea por diferentes analistas, equipos y durante dias
diferentes dentro del mismo laboratorio. Los resultados deben expresarse en términos de

promedio (X), desviacion estandar (S) y coeficiente de variacion (CV).
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4.8. Incertidumbre

La incertidumbre en una medicién es el intervalo en la escala de medicién dentro del cual el
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valor verdadero se encuentra con una probabilidad especifica, cuando se tienen en cuenta

todas las fuentes de error.

La estimacion de la incertidumbre de medicion se obtiene mediante la combinacion
matematica de las incertidumbres estandar representadas como desviaciones estandar. Esta
suma se realiza a partir de resultados mediante analisis estadistico y por medios distintos
(incertidumbre tipo A e incertidumbre tipo B) resultantes de la evaluacion estadistica de
series de mediciones hechas para cada componente, esto incluye componentes representados
por desviaciones estandar obtenidas por suposiciones de distribuciones de probabilidad
basadas en experiencias u otras informaciones como las de tipo A o B. (GA-R-102

“Estimacion de la incertidumbre”)

La incertidumbre sobre los resultados puede surgir de muchas fuentes potenciales. Las
fuentes tipicas de incertidumbre de medicién son: efectos del instrumento, mediciones
analiticas, efectos de célculos, estequiometria, pureza de los reactivos, condiciones de
medicién y efectos del operador. El diagrama de causa y efecto (Ishikawa) que se muestra en
la Figura 1 es una forma conveniente de enumerar las causas de la incertidumbre, mostrar
coémo se relacionan y mostrar sus efectos. Para dar cuenta de la incertidumbre de medida que
trae cada fuente, es necesario calcular los errores aleatorios y regulares, que estan
relacionados entre si por el nimero de medidas, el equipo utilizado o el material de referencia.
El objetivo es identificar y cuantificar tantas fuentes como sea posible a traves de estudios de

precision y exactitud.

Figura N° 1 Diagrama de causa y efecto (Ishiwaka)

Fuente 1
(Condiciones

ambientales) Fuente 2 Fuente 3 (Mano de obra:

(Medicién: peso, personal, método)
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Resultado final

> (Bacterias, iones,
/ grasa, etc.)

Fuente 4 (Maquinaria: Fuente 5 (Material. soluciones,
equipos) reactivos, medios de cultivo, etc.)
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5. OBJETIVOS

VIGILADA MINEDUCACION" 5.1. Obj etivo general

Verificar la metodologia para la determinacion de P total en la matriz de alimentos para
animales bajo las condiciones del laboratorio de Quimica Analitica del C.I. TURIPANA,

mediante el método colorimétrico del &cido vanadomolibdofosforico con el fin reportar

resultados confiables en la prestacion del servicio.

5.2. Objetivos especificos

e Estandarizar la técnica de analisis de P total en alimentos para animales (forrajes,
concentrados, subproductos, materias primas) por colorimetria de acuerdo con la

metodologia descrita por la FAO Animal Production and Health 2011.

e Aportar evidencia objetiva de la aptitud del método para la determinacion del
contenido de P Total en alimentos para animales mediante la evaluacion de los
parametros tales como: LD, LC, linealidad (Intervalo lineal del instrumento e

intervalo de trabajo del método), precisién, veracidad e incertidumbre.
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6. METODOLOGIA

6.1. Muestras

VIGILADA MINEDUCACION"

Se realizd el proceso de ingreso de las muestras, de acuerdo al procedimiento interno GA-P-
16 “Manipulacion de item de ensayo quimica analitica”. Para forrajes, concentrados y
subproductos se almacenan a temperatura ambiente en bolsa de papel, debidamente
etiquetada., Posterior al secado y molienda, se almacenan a temperatura ambiente en bolsa
plastica, bolsa de papel o frasco de pléstico de tapa, segun disponibilidad. El tiempo de
almacenamiento de contramuestra es de un afio (para forrajes) y de dos meses (para
concentrados, subproductos y alimentos en general) contado a partir de la fecha de ingreso a

recepcion.

2. Materiales
Crisoles de porcelana
Beacker (50 ml, 100 mL, 250 mL y 500 mL).
Balones aforados (100 mL, 500 mL y 1000 mL)
Tubos Falcon 15 mL
Pipeta de vidrio de 10 mL
Erlenmeyer de 50 ml para el proceso de digestion
Micropipetas de 200 pl, 1000 ply 10 mL
Pera de succion
Varilla de vidrio
Pastillas de agitacion
Probeta de vidrio de 100 mL, 500 mL y 1L.
Tubos de ensayo de 5, 15y 25 mL
Transfer pipetas (200) uL, (1000) uL, y (10000) uL
Frasco lavador
Termometro 100°C

NN N N N T N N N N N N N N N

Por una universidad con calidad, moderna e incluyente
Carrera 62. No. 77-305 Monteria NIT. 891080031-3 - Teléfono: 7860300 - 7860920
www.unicordoba.edu.co

Certificado 5C 52781




AGROSAV/A

Corporacién colombiana de investigacién agropecuaria

avado y acondicionamiento de materiales

El material volumétrico se lavo en una solucion con Extran neutro 3%, frotando con un

VIGILADA MINEDUCACION"

cepillo (para eliminar los residuos remantes si los hay), se enjuagd con agua y se secé a

temperatura ambiente.

Posterior al lavado, los crisoles de porcelana se colocaron en una estufa a 105°C hasta su
secado y luego fueron llevados a una mufla a 600°C durante 2 horas. Se retiran y nuevamente

se llevan a la estufa a 105°C.

6.3. Equipos

Balanza analitica- 0,0001 g

Mufla (Cap. 575 °C + 25 °C)

Espectrofotometro visible Thermo Scientific™ GENESYS™ 30
Horno de conveccion forzada (103 °C + 2 °C)

Agitador magnético.

Cabina de extraccién de gases.

Plancha de calentamiento con agitacion.

NN N N N N

Centrifuga para tubos falcon de 15 mL (Con capacidad para operar a 4000 rpm)

&

Reactivos
Acido clorhidrico 37 % (HCI) MERCK
Acido nitrico 65 % (HNOs) MERCK
Hidroxido de amonio (NHsOH) SIGMA
Heptamolibdato de amonio tetrahidratado MERCK
Monovanadato de amonio MERCK
Fosfato monobaésico de potasio (KH2POs) PANREAC
Agua tipo |

N N N R R N
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6.5. Soluciones
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Solucién acido clorhidrico 6 M

Solucion de &cido nitrico 1 M

Solucion de Heptamolibdato de amonio [(NH4)sM07024 * 4H20]
Solucién Monovanadato (NH4VOs)

Reactivo de Molibdovanadato

Solucién estandar de fosforo (1000 pg P/mL)

AR N N N SR

Solucidn estandar de fosforo (100 pg P/mL)

6.6. Analisis de muestras

6.6.1. Seleccion de muestras

Las muestras para los ensayos fueron seleccionadas del stock de contramuestras almacenadas
en el laboratorio de Quimica analitica del C.l. Turipand- AGROSAVIA y conservadas de
acuerdo al procedimiento interno GA-P-16 “Manipulacion de item de ensayo quimica
analitica”. Para los ensayos de veracidad, se seleccionaron materiales de referencia

resultantes de ensayos de aptitud.

v’ B22-10199 Forraje seco
v’ B22-10189 Concentrado
v’ B22-10231 Concentrado
v’ B22-10212 Subproducto
v" Tricalfos Materia prima
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/La tabla N°1 muestra los diferentes materiales de referencia obtenidos por ensayos

meemeee interlaboratorios, utilizados para el desarrollo del proceso de verificacion de P

Tabla N° 1. Materiales de referencia

MUESTRA  VALOR (g/kg) MATRIZ

M20-2001 6,270 £ 0,52 Subproducto

M20-2003 57,418 + 8,12 Materia
prima

M20-2006 1,266 £ 0,21 Forraje seco

6.6.2. Procedimiento de analisis
Se llevo a cabo de acuerdo al método normalizado reportado por la FAO. 2011 animal
Production and Health Manual No. 14. Rome.

6.6.3. Reduccion a cenizas
Se pesd 1 g de muestra y se llevo a calcinacion en una mufla a 550 °C + 25°C durante 2 h.,
luego se saco la muestra y se dejé en un desecador por 30 min hasta temperatura ambiente.

6.6.4. Digestion
La muestra calcinada se transfirié a un Erlenmeyer y se le adicionaron 10 mL de HCL 6M
con agitacion constante hasta humedecer completamente la muestra; posteriormente, se
sometio a calentamiento en plancha a 250 °C durante 20 minutos. Pasado el tiempo se retir6
el Erlenmeyer de la plancha de calentamiento y se dejo en reposo a temperatura ambiente, se
transfirié el contenido del Erlenmeyer a un balén aforado de 50 mL y se llevé a aforo con

agua Tipo I.

Con el fin de clarificar la muestra digestada, se transfirio un volumen de 15 mL a un tubo

falcon de igual capacidad y se centrifugd por 5 minutos a 2500 r.p.m.
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6.6.5. Preparacion de estdndares
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A partir del estandar de fosforo de 1000 pg/mL se prepar6 un patrén de 100 pg/mL utilizado
para realizar las diluciones necesarias para obtener los estdndares de las siguientes
concentraciones 0.5, 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,70, 80 y 90 pg/mL de P.

6.6.6. Preparacion de la curva de calibrado

Se prepararon estandares en el intervalo de concentracion de 0 a 30 pg/mL P, posterior se
realizo la adicion de agua tipo 1y reactivo colorimétrico (Molibdovanadato) para el analisis.
El reactivo colorimétrico se prepar6 al mezclar 200 mL de la solucién de Heptamolibdato
de amonio, 200 mL de la solucién de Monovanadato y 135 mL de acido nitrico en un bal6n
1 Ly se aford con agua TIPO I.

Luego se tomaron volimenes apropiados de estandar y agua, de acuerdo a la concentracion
deseada y se afiadié 1000 uL del reactivo colorimétrico, se dejo reaccionar por 10 minutos
hasta el desarrollo del color y posteriormente las muestras fueron leidas en el
espectrofotdmetro visible Thermo Scientific™ GENESYS™ 30 a una longitud de onda de
430 nm antes de 45 minutos. (Ver anexo A)

6.5.7. Preparacion de muestras y medicidn de absorbancia

Se tomé una alicuota de la muestra centrifugada y teniendo en cuenta el porcentaje de P, se

realizé una dilucion de acuerdo a la siguiente tabla.

% P puL Muestra gé‘sﬁgg: Alicuota pL Agua _ pL D
(A) (B) de A+B destilada Molibdovanadato
Bk. 500 500 1000 10
<10 400 600 1000 5
10a30 500 7000 1000 0 1000 30
30a60 500 7000 500 500 1000 60
60 a 150 500 7000 200 800 1000 150

Tabla N° 2. Factores de dilucion

Por una universidad con calidad, moderna e incluyente
Carrera 62. No. 77-305 Monteria NIT. 891080031-3 - Teléfono: 7860300 - 7860920
www.unicordoba.edu.co

Certificado 5C 52781




1 O
C vaopddd

AGROSAV/A

Corporacion colombiana de investigacidn agropecuari

~[Posterior a esto, se dejo en reposo la curva de calibracion y las muestras protegidas de la luz

2]

—" por 10 min. Se realiz6 la medicion dentro de los 45 minutos posteriores a la adicion de la
VIGILADA MINEDUCACION"
solucién colorimétrica a una longitud de onda de 430 nm.

6.7. Célculos

La expresion acorde para calcular la cantidad de P en las muestras es la siguiente:

(Lectura Muestra a 430 nm en % * FD — Lectura Bka430 men % * FD) (0,050 L)
P=
w

%p =
° 770

Donde:

e Pesel contenido de fésforo en g/kg de muestra.

e Lecturaa430 nmen :1_gL es la concentracion interpolada de la curva de calibracion.

FD es el factor de dilucién de la muestra y del blanco proceso.
e 0,050 L es el volumen de aforo para la muestra

e W esel peso de lamuestraeng

% P es el contenido de fésforo en unidades de porcentaje

10 es el factor resultante de convertir g/kg de muestra a % de muestra
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Tabla N° 3. Plan de verificacion
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PARAMETRO

FOSFORO EN ALIMENTOS PARA ANIMALES

METODOLOGIA

CALCULO

LINEALIDAD E INTERVALO

Se preparo y analizd 10 concentraciones
maés el blanco. Se grafican los
resultados, verificacion en forma visual

e Se prepar0 dos curvas.

e Promediar los resultados
para cada nivel, graficar una
curva promedio y calcular:

» Coeficiente de regresion (>=

DE TRABAJO y con test de linealidad. El intervalo de 0.995)
trabajo se determind teniendo en cuenta | » Valores residuales
las curvas de calibrado, observando el (diferencia entre el valor
intervalo con mayor linealidad. verdadero de y el valor
predicho por la linea recta,
para cada valor de x).
Se preparo6 y leyd 7 blancos de reactivo
para LDI y la lectura de 7 blancos de LDI = S * 1.645
LDl v LDM proceso para LDM, luego se determino
y la desviacion estandar de la seflal | LDM = Xconcentracisn de blanco
(respuesta) y promedio (X) para ambas +3S
determinaciones.
Se tomo como LCM el primer punto de
LCM la curva. Se calculara desviacion LCM =X.+ 10 %S
estandar (S) y promedio (X)
Material de referencia Zscore
VERACIDAD Se prepard y leyd 7 repllcas_de material _ Valor exp — Valor real
de referencia para cada matriz. S
Se realiz6 con un analista durante un dia, | Se  calcul6 promedio  (X),
PRECISION | RreremiBiLibap | 10 repeticiones para cada rango de desv_la_mon estar_lda_r, S) vy
trabajo. coeficiente de variacion (CV).
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Entre dias: se realizd6 las mismas
LA MREDLCACON mediciones de repetibilidad durante 3
PRECISION (I;Ir?tsr'e analistas: se realiz6 los mismos
INTERMEDIA A .
ensayos de repetibilidad con 1 analista
diferente durante 1 dia.

Se calculd promedio (X),
desviacion estandar (S) vy
coeficiente de variacion (CV).

Se establecio las fuentes de incertidumbre durante todo
el proceso. Para esto se tuvo en cuanta el diagrama de
INCERTIDUMBRE causas — efectos o de Ishikawa. Luego de identificar
cada fuente se procedi6 a hallar la incertidumbre
estandar, combinada y expandida.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los ensayos realizados durante la verificacién del método se presentan en
los anexos. A continuacion, se indica la determinacion de linealidad (intervalo lineal del
instrumento e intervalo de trabajo del método), limite de deteccidn y cuantificacion, precision

(repetibilidad, precision intermedia), veracidad e incertidumbre.

7.1. Intervalo lineal del instrumento - curva de calibracion.

En la Tabla N°4 se evaluaron las concentraciones minimas y maximas recomendadas en la
metodologia normalizada de la FAO. 2011 para establecer el intervalo lineal. Inicialmente se
realizé una inspeccidn visual con valores inferiores y superiores al intervalo sugerido para el

analisis de P.
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Tabla N°4 Estandares empleados en la inspeccion visual

B Concentraciones pg/mL P A

1 0,037
1,5 0,060
2,5 0,106

5 0,207
10 0,420
20 0,831
30 1,237
40 1,645
50 2,046
60 2,346
70 2,540
80 2,649
90 2,709

En la Figura N°2 se pudo visualizar que a partir de la concentracion de 60 pg P/mL se
presenta una disminucién en la pendiente de la curva, por lo que es necesario tomar el
rango desde 1 hasta 60 pug P/mL para observar si en los puntos inferiores se presenta

linealidad.

Intervalo lineal P

35

3 y=0,0331x+0,1225 ..o
[%2] ] ’
S 25 R2=097064 .0 % ¢
g2 9.
515 e
8 1 .o
< .o

0,5 T
o o°
0 20 40 60 80 100

Concentraciones pg/mL P

Figura N°2. Determinacion del intervalo lineal
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En la Figura N°3 se observd que el coeficiente de correlacion (R?) es aceptado, pero se

aprecia una disminucion de la pendiente en el punto de 60 pg P/mL.

VIGILADA MINEDUCACION"

Inspeccion visual

3
»n 2,5 y =0,04x +0,0142 .
.§ ? R2=0,9988 .'". ..... . J
§ 1’5 ““““ -.-.
2 1 e ®
o] ._,."
< 0,5 i poti

0o @®

0 20 40 60 80

Concentraciones pg/mL P
Figura N°3. Ampliacion del intervalo lineal

Se establece como intervalo de trabajo del instrumento el comprendido entre 1 — 30 ug
P/mL (Tabla N°5) donde se pudo apreciar una buena respuesta lineal de acuerdo a la

Figura N°4.

Concentraciones pg/mLP A

1 0,037
5 0,207
10 0,420
20 0,831
30 1,237

Tabla N°5. Intervalo lineal seleccionado

INTERVALO LINEAL

y =0,0428x + 0,001
R2=1

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

Absorbancias

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion (pg/mL P)

Figura N°4. Curva de calibracion
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7.2. Intervalo de trabajo método

uomeeeer S€ €Stablecid el intervalo de trabajo del método teniendo como extremo inferior el limite de
cuantificacion y como valor maximo el encontrado en la muestra de mayor concentracion

utilizada en el ensayo de precision (0,059 P/kg — 164,75 g P/kg)

7.3. Limite de deteccién y cuantificacion del método (LDM y LCM)

El limite de deteccion del método (LDM) fue de 0,02 g P/kg, correspondiente a la
concentracion del analito que produce una sefial con alta probabilidad de ser diferente del
blanco y para el limite de cuantificacién del método (LCM) se obtuvo un resultado de 0,04 g
P/kg, indicando que es la concentracion minima cuantificable que se puede determinar como

se muestra en la Tabla N°7.

Blancos Proceso

Bk (pg/mL) Bk (g/kg)

BK1 0,28 0,014
BK2 0,35 0,017
BK3 0,19 0,010
BK4 0,28 0,014
BK5 0,19 0,010
BK6 0,28 0,014
BK7 0,19 0,010
X 0,253 0,01

S 0,06 0,003
CcVv 24,54 24,54
LDM 0,44 0,02
LCM 0,87 0,04

Tabla N° 6. LDM y LCM
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Con el fin de corroborar de forma experimental el LCM asociado a los blancos proceso, se

realiz6 una corrida para el estandar de 0,8 pg P/mL (Tabla N°8) ubicado por debajo del

VIGILADA MINEDUCACION"

primer punto de la curva para evidenciar la relacion de la masa en el proceso, el cual mostro

mayor relacion y eficiencia con el primer punto de la curva de calibrado.

Estandar 0,8
pg P/mL  g/kg
0,84 0,042
0,81 0,041
0,84 0,042
0,81 0,041
0,84 0,042
0,81 0,041
0,84 0,042

X 083 0,04
S 001 0,001
CV 156 156
LDM 086 0,04
LCM 095 005

Tabla N°7. Estandar 0,8 ug P/mL

Teniendo en cuenta lo anterior, se decididé tomar como limite de cuantificacion del método

el primer punto de la curva de calibracion.
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7.4. Limite de deteccién instrumental (LDI)

et Seoptuvo una buena respuesta instrumental, mostrada en la Tabla N°9 obteniendo como
resultado un LDI con contenido de 0,005 g/kg siendo el nivel méas bajo de concentracion en

que el analito puede ser detectado por el instrumento.

BLANCOS REACTIVOS

Bk (g/mL) Bk (9/kg)

BK1 0,222 0,011
BK2 0,199 0,010
BK3 0,264 0,013
BK4 0,169 0,008
BK5 0,204 0,010
BK6 0,246 0,012
BK7 0,352 0,018

X 0,237 0,01

S 0,06 0,003
LDI 0,098 0,005

X=Promedio, S= Desviacién estandar, CVV= Coeficiente de variacion

Tabla N°8. Limite de deteccion instrumental (LDI)
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7.5. Precision

\,,G‘LADA;IVN;U&MN__ Se evalud la precision del método como repetibilidad y precision intermedia expresada como
coeficiente de variacion (% CV). Se aplicd test de Grubbs Tabla N°10 y diagrama de cajas
y bigotes (Figura N°5) para identificar datos atipicos en cada uno de los parametros
evaluados de acuerdo con el protocolo interno GA-P-113 “Validacion y verificacion de
métodos quimicos” El test se realizd para cada muestra analizada. Ver anexo B.

Se acepta la Ho= No hay datos atipicos en la muestra ya que T calculados < T tablas

B22-10199
DIA1 DIA2 DIA3
9/Kg

X 0,88 0,94 0,91
S 0,07 0,02 0,01
CV 7,86 1,81 1,22
Max 0,94 0,97 0,92
Min 0,78 0,92 0,90
T Max 0,94 1,76 1,20
T Min 1,35 1,03 1,16

T Critico 2,57 2,57 2,57

Tabla N° 9. Test de rechazo para muestra B22-10199

B22-10199
0,98

0,96
0,94
0,92
0:90 ==
0,88
0,86
0,84
0,82
0,80
0,78

Figura N° 2. Diagrama de cajas y bigotes
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7.5.1. Repetibilidad

sommeeer S€ 0Obtuvieron coeficientes de variacion aceptables (Tabla N°12), teniéndose como criterio
de aceptacion para ensayos de repetibilidad los valores reportados por la AOAC de acuerdo
al nivel de concentracion expresada en porcentaje de analito. Tabla N°11.

Criterio de aceptacion CV (AOAC) <1% 1-10% >10%
CV Méaximo permitido 8% 4% 2%

Tabla N° 10. Criterio de aceptacion para Coeficiente de Variacién A.0.A.C Appendix F:
Guidelines for Standard Method Performance Requirements. (2016)

g P/kg muestra
B22-10199 B22-10189 B22-10231 B22-10212 TRICALFOS

X 0,89 9,09 11,29 66,66 162,9
S 0,07 0,45 0,39 2,58 3,2
CVv 7,73 4,96 3,48 3,86 1,97
%P 0,089 0,909 1,129 6,666 16,29
Criterio de
aceptacion CV <8% <8% <4% <4% <2%
(AOAC)

Tabla N° 11. Repetibilidad
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7.5.2. Precision intermedia

suomeeeee L@ Tabla N°13 presenta los resultados obtenidos bajo la condicion de que él %CV sea menor
al criterio de aceptacion reportado por la AOAC para ensayos de repetibilidad, obteniendo

resultados aceptables para todos los ensayos. Appendix F: Guidelines for Standard Method
Performance Requirements. (2016)

Cadigo de la muestra g P /kg muestra
B22-10199  B22-10189 B22-10231 B22-10212 TRICALFOS
X 0,91 9,11 11,21 65,84 164,75
S 0,04 0,36 0,26 2,24 2,73
Ccv 4,83 3,93 2,3 3,4 1,66
%P 0,091 0,911 1,121 6,584 16,47
Criterio ?zgcAe‘ét)ac'O” cv <8% <8% <4% <4% <2%

Tabla N°12. Precisién intermedia

7.6. Veracidad

La veracidad fue evaluada teniendo en cuenta tres materiales de referencia (MR) resultantes
de ensayos de aptitud registrados en la Tabla N°14 tomandose como criterio de aceptacion

el -2 < z-score < 2 encontrandose cada muestra en el rango de aceptacion para el método

(Ver Anexo C).
M20-2006 M20-2001 M20-2003
VALOR ASIGNADO (g/kg) 1,266 6,270 57,418
VALOR EXPERIMENTAL X 1,22 6,10 56,47
S 0,06 0,03 2,30
cv 4,63 0,41 4,07
SESGO -0,05 -0,17 -0,95
SDPA 0,21 0,52 8,12
Z-SCORE PROMEDIO -0,23 -0,32 -0,12

| ZI-SCORE MAX -2 <z-score <2

Tabla N°13. Veracidad para cada material de referencia
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7.7. Incertidumbre del método

v.,G‘LADAMIVN;DMN.. Se estim@ identificando el mensurando, las principales fuentes que generan aporte, el valor
de cada fuente, la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida por un factor de
cobertura k=2. Se realizaron los calculos de la incertidumbre para el método de fdsforo total
para el rango de muestras utilizadas en el ensayo de precision teniendo en cuenta a nivel

general aportes como:

e Peso de las muestras.

e Calcinacion y digestion de las muestras.
e Toma de volimenes

e Aforo de muestras

e Aportes por ensayos de precision

e Lectura de las muestras

7.7.1. Fuentes de incertidumbre

Se identificaron las principales fuentes relacionadas en el diagrama de causa — efecto (Figura

N°3)
Preparacién de la muestra
* Peso fle m.111estra para Mano de obra

de';erm@rf;mgn 1de Fésforo . Repetibilidad
Ca'cmaf:}on elamuestra * Precisionintermedia

+ Digestiéonde la muestra

FOSFORO TOTAL
Medicién de la alicuota de la muestra Curvade calibracién

* Volumende aforo
* Alicuotadela muestra
* Volumende agua
*  Volumende Molibdovanadato

Figura N°3. Diagrama de fuentes de incertidumbre
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7.7.2. Cuantificacion de incertidumbre

wmM,N;D,WM Con el objetivo de establecer las contribuciones a la incertidumbre del método de analisis
de P por espectrofotometria de Uv-vis, esta se calculd a niveles de concentracidn segln
el tipo de muestra utilizadas dentro del laboratorio (anexo D). En la Tabla N°14 se
muestra que el factor aportante del mayor grado de incertidumbre a los resultados es la

repetibilidad y la precision intermedia para la muestra de codigo B22-10199.

Fuentes Inc. e_sténdar Incertidumbre estandar relativa
relativa UR al cuadrado (UR)?
Incertldur_n,bre asociada a la 4,01E-05 1,61E-09
preparacion de la muestra
Incertidumbre asociada a la
medicion de la alicuota de la 9,09E-05 8,26E-09
muestra
Curva de calibrado 2,00E-04 4,00E-08
Repetibilidad 4,90E-04 2,40E-07
Precision intermedia 7,22E-07 5,21E-13
Sumatoria 4,81E-07 2,31E-13
Raiz 2,89E-07 8,33E-14
Valor muestra 0,91
Incertidumbre final expandida 0,05
El valor es reportado como 0,91 +£0,05 o/kg

Tabla N° 14. Resultados obtenidos para la determinacion de la incertidumbre para la
concentracion baja (muestra B22-10199)
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~/Con respecto a la contribucion de las fuentes de incertidumbre estimadas de la muestra B22-

10199, en la Figura N°4 se puede apreciar que la mayor contribucion corresponde al aporte

VIGILADA MINEDUCACION"

la repetibilidad, precision intermedia y curva de calibrado. Los aportes asociados a la

preparacion de la muestra y toma de alicuotas contribuyen, pero de manera menos

significativa con la incertidumbre.

Precision intermedia % 6,44E-05
Repetibilidal e
Curva de calibrado % 9,80E-05
Incertidumb.re asociada a la medicion de la 2 22E-12
alicuota de la muestra
Incertidumbre asociada a la preparacion 6,74E.07

de la muestra

Figura N°4. Contribucidn de las fuentes de incertidumbre

En la Tabla N°15 se muestra el resumen de los resultados de la estimacion realizada para
cada muestra.

(P) Fésforo Total

Incertidumbre B22-10199 B22-10189 B22-10231 B22-10212 TRICALFOS
P (g/kg) 0,919/kg+0,05 9,11 g/kg * 11,21 g/kg + 65,84 g/lkg+ 164,75 g/kg *
g/kg 0,4 g/kg 0,3 g/kg 2,2 glkg 4 g/kg

Tabla N°15. Incertidumbre para las muestras empleadas en la verificacion.
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8. CONCLUSIONES
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v" Se verificd la metodologia analitica para la determinacion de P en alimentos para
animales mediante la técnica colorimétrica del &cido vanadomolibdofosforico en el
laboratorio de quimica analitica del CI TURIPANA — AGROSAVIA, se establecid el
intervalo lineal del instrumento entre 1 pg/mL a 30 pg/mL y el intervalo de trabajo

del método con valores desde 0,05 g P/kg hasta 164,5 g P/kg.

v" Para el Limite de deteccion y cuantificacién del método, se observo que el método
detecta concentraciones a partir de 0,02 g P/kg y para el limite de cuantificacion se
establecio desde el primer punto de la curva de calibracion el cual corresponde a 0,05
g P/Kkg.

v' Para el limite de deteccién instrumental se obtuvo que el equipo detecta

concentraciones desde 0,04 g P/kg.

v’ Laprecision evaluada como repetibilidad y precisién intermedia del método presenta
coeficientes de variacion dentro de los limites permitidos por la AOAC para el factor
de coeficiente de variacion en funcion del porcentaje de P, los cuales establece que
para porcentajes <1%, el CV aceptado debe ser < 8%; entre 1% -10% el CV debe ser

< 4% y para muestras con valores >10% el CV debe ser < 2%.

v La veracidad se comprobd utilizando tres materiales de referencia resultantes de
ensayos de aptitud en un rango bajo, medio y alto, obteniendo resultados dentro del

criterio de aceptacion z-score (-2 < z-score < 2).
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v" Se evaluaron las contribuciones de las diferentes fuentes de incertidumbre y se tuvo

o)
=
2

como mayor aporte el asociado a las muestras a los ensayos de repetibilidad y
o precision intermedia. Para la muestra de rango bajo (B22-10199) la incertidumbre
calculada fue +0,05 g/kg, para rango medio (B22-10212) se obtuvo una incertidumbre

+ 1,98 g/kg y para el rango alto (TRICALFOS) una incertidumbre de + 3,05 g/kg.

De acuerdo a los resultados obtenidos el método determinacion de P Total en la matriz
alimentos para animales es apto para ser aplicado en el laboratorio de quimica
analitica de CI. Turipana - AGROSAVIA ya que se confirmd mediante el aporte de

evidencia objetiva que se cumplen los pardmetros de verificacion evaluados.
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10. ANEXOS
VIGILADA MI;‘J;DUCACION“ AneXO A
¢ Preparacion de estandares
Concentracion uL P (100 uL agua TIPO pL uL finales
(ng/mL) pg/mL) I Molibdovanadato muestra
0 0 1000 1000
1 20 980 1000
5 100 900 1000
10 200 800 1000 2000
20 400 600 1000
30 600 400 1000
Anexo B.
¢ Evaluacion de Repetibilidad
g/kg
B22-10199 B22-10189 B22-10231 B22-10212 TRICALFOS
0,97 8,65 11,51 67,01 163,39
0,84 9,27 11,11 67,78 167,51
0,96 8,77 10,66 62,46 160,74
0,94 9,6 11,91 67,21 164,18
DIA 1 0,94 9,39 11,32 65,27 159,48
0,94 9,2 11,25 67,32 168,35
0,89 9,06 11,47 65,41 163,98
0,78 9,53 11,32 67,94 158,98
0,85 9,31 11,69 72,03 160,5
0,8 8,14 10,71 64,22 161,93
X 0,89 9,09 11,29 66,66 162,9
S 0,07 0,45 0,39 2,58 3,2
CcVv 7,73 4,96 3,48 3,86 1,97
%P 0,09 0,91 1,13 6,67 16,29
Criterio de
aceptacion CV <8% <8% <4% <4% <2%
(AOACQC)
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sommeeee % Evaluacion de la precision intermedia.
g/kg
B22-10199 B22-10189 B22-10231 B22-10212 TRICALFOS
0,97 8,65 11,51 67,01 163,39
0,84 9,27 11,11 67,78 167,51
0,96 8,77 10,66 62,46 160,74
0,94 9,60 11,91 67,21 164,18
DIA 1 0,94 9,39 11,32 65,27 159,48
0,94 9,20 11,25 67,32 168,35
0,89 9,06 11,47 65,41 163,98
0,78 9,53 11,32 67,94 158,98
0,85 9,31 11,69 72,03 160,50
0,80 8,14 10,71 64,22 161,93
0,92 9,14 11,10 66,35 165,11
0,92 9,00 11,33 65,86 164,20
0,92 8,99 11,00 65,31 164,43
0,92 8,71 11,15 66,40 164,70
DIA 2 0,94 8,89 11,07 66,68 164,86
0,97 9,21 11,00 66,27 165,16
0,93 9,11 11,11 67,04 165,42
0,93 8,70 10,89 65,18 164,50
0,95 8,81 11,15 67,89 164,80
0,95 8,67 11,00 67,52 165,28
0,92 9,60 11,48 61,55 166,51
0,92 9,13 11,33 64,36 164,41
0,90 9,60 11,14 65,61 168,99
0,92 9,19 11,29 65,66 168,82
DIA 3 0,91 9,10 11,29 60,04 168,91
0,92 9,41 11,22 63,52 166,78
0,90 9,82 11,25 66,93 166,56
0,92 8,95 11,14 63,34 166,56
0,90 9,10 11,31 66,57 166,72
0,90 9,40 11,03 66,42 166,78
X 0,91 911 11,21 65,84 164,75
S 0,04 0,36 0,26 2,24 2,73
CVv 4,83 3,93 2,30 3,40 1,66
%P 0,09 0,91 1,12 6,58 16,48
Criterio ?;g‘ﬁ'gt)ac'o” Vo< <8% <4% <4% <2%
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Anexo C

VIGILADA MINEDUCACION"

+ Veracidad evaluada con materiales de referencias obtenidos de ensayos de aptitud

M20-2006 M20-2001 M20-2003
VALOR ASIGNADO: 1,266 g/kg VALOR ASIGNADO: 6,270 g/kg VALOR ASIGNADO: 57,418 g/kg
REPLICAS DATOS SC(Z)-RE REPLICAS DATOS scé E REPLICAS  DATOS SC(Z)RE
R1 125 20.08 R1 6,06 -0,40 R1 53,46 -0,49
R? 1,18 _0'40 R2 6,08 -0,36 R2 53,82 -0,44
R3 1’12 _0’70 R3 6,13 -0,27 R3 54,95 -0,30
R4 1,28 0 ’07 R4 6,11 0,31 R4 58,13 0,09
R5 1’19 _0' 34 R5 6,13 -0,28 R5 58,10 0,08
R6 1’24 _0’14 R6 6,13 0,28 R6 58,86 0,18
X Obtenido 1,22 . X Obtenido 6,10 o X Obtenido 56,47 ---
S 0,06 — S 0,03 S 2,30
cv 4,63 cv 0,41 cv 4,07
SESGO -0,05 SESGO 0,17 SSEDSF?/S 51925 =
?éFc)JA o SDPA 0.52 Z-SCORE 0 0
Z- RE Z-SCORE -0,
PROMEDIO 0,23 PROMEDIO 0% Tgfs%%gg
| Z|-SCORE <> | Z|-SCORE <> MAX <2
MAX - MAX -

®,

+«+ Materiales de referencia interlaboratorios obtenidos de ensayos de aptitud

M20-2001 M20-2003 M20-2006
Ca g/kg P g/kg Ca g/kg P o/kg Caghkg | Pokg
PROM 3,523 6,270 PROM 119,352 57,418 PROM 6,147 1,266
DESV 0,54 0,52 DESV 21,87 8,12 DESV 0,72 0,21
cv 15,3 8,3 CV 18,3 14,1 cv n7 17,0
N 36 38 N 36 35 M 21 21
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Anexo D

VIGILADA MINEDUCACION"

« Tabla 1D. Evaluacién de la incertidumbre B22-10189

Incertidumbre
Inc. relativa  estandar relativa

Fuentes UR al cuadrado

(UR)?
;3 o -c% . Peso de muestra para determinacion de Fésforo  4,01E-05 1,61E-09
% g S Calcinacion de la muestra 9,09E-05 8,26E-09
S Digestion de la muestra 2,00E-04 4,00E-08
P Volumen de aforo 4,90E-04 2,40E-07
‘g © 3 g Volumen de muestra para dilucion 5,77E-07 3,33E-13
é 'C%S S g Volumen de agua para dilucion 4,12E-04 1,70E-07
§ § % é Alicuota de la muestra 2,88675E-07 8,33E-14
ETE® Volumen de Molibdovanadato 2,88675E-07 8,33E-14
Curva de calibrado 9,90E-03 9,80E-05
Repetibilidad 1,57E-02 2,45E-04
Precisién intermedia 7,21E-03 5,21E-05
Sumatoria 3,95E-04
Raiz 1,99E-02

Valor muestra 9,11

Incertidumbre final expandida 0,4
El valor es reportado como 9,11+0,4 a/kg

Precision intermedia 5,21E]05

Repetibilidad 2,45E-04

Curva de calibrado 9,80E-05

Incertidumbre asociada a la medicion de la
alicuota de la muestra

| 8,16E-07

Incertidumbre asociada a la preparacion de la

muestra ‘ 1,10E;07

% Grafico 1D. Contribuciones asociadas a la incertidumbre.
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/#¢ Tabla 2D. Evaluacion de la incertidumbre B22-10231

Incertidumbre

VIGILADA MINEDUCACION"

Fuentes Inc. relativa estépdar
UR relativa al
cuadrado (UR)?
b} [<B]
ig Tcz E g Peso de muestra para determinacion de Fosforo 4,01E-05 1,61E-09
S 858
g ,_c'g § é Calcinacién de la muestra 9,09E-05 8,26E-09
§ % g‘—“ Digestion de la muestra 2,00E-04 4,00E-08
£ Tq; g f ) Volumen de aforo 4,90E-04 2,40E-07
E C o o
é 'c'c: :§ g g Volumen de muestra para dilucién 5,7735E-07 3,33E-13
§ § = 3 E VVolumen de agua para dilucion 0,000412393 1,70E-07
ETET Alicuota de la muestra 2,88675E-07 8,33E-14
Volumen de Molibdovanadato 2,88675E-07 8,33E-14
Curva de calibrado 9,90E-03 9,80E-05
Repetibilidad 1,09E-02 1,19E-04
Precision intermedia 4,23E-03 1,79E-05
Sumatoria 2,35E-04
Raiz 1,53E-02
Valor muestra 11,21
Incertidumbre final expandida 0,3
El valor es reportado como 11,21 +0,3 a/kg

Precision intermedia [J@E-05

Repetibilidad |00
. 980E:05

Curva de calibrado

MR  0,00E+00

Incertidumbre asociada a la medicion de
la alicuota de la muestra
Incertidumbre asociada a la preparacion
de la muestra

| 8,16E-07

1,10E-07

« Grafico 2D. Contribuciones asociadas a la incertidumbre.
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VIGILADA MINEDUCACION"

Incertidumbre

Inc. relativa estandar
Fuentes ' UR relativa al
cuadrado
(UR)?
2 o3 inaci¢
S = Cw Peso de muestra para determinacion de 4,01E-05 1,61E-09
S S8 Fosforo
> O
gges
§ § §§ Calcinacion de la muestra 9,09E-05 8,26E-09
=°s Digestion de la muestra 0,0002 4,00E-08
g cS s Volumen de aforo 0,000489898 2,40E-07
cI o m
EcSos
S3S g 8 VVolumen de muestra para dilucion 5,7735E-07 3,33E-13
£523E Volumen de agua 0,000412393 1,70E-07
2RET Alicuota de la muestra 5,7735E-07 3,33E-13
Volumen de agua 5,7735E-07 3,33E-13
Volumen de Molibdovanadato 2,88675E-07 8,33E-14
Curva de calibrado 9,90E-03 9,80E-05
Repetibilidad 1,22E-02 1,50E-04
Precision intermedia 6,21E-03 3,86E-05
Sumatoria 0,00029
Raiz 0,01694
Valor muestra 65,84
Incertidumbre final expandida 2,2
El valor es reportado como 65,84 + 2,2 a/kg
Precision intermedia = 3,86E-05
Repetibilidad 1,50E-04 |
Curva de calibrado 9,80E-05 |

MR  8,33E-14

Incertidumbre asociada a la medicion de la
alicuota de la muestra | 4,10E-07
Incertidumbre asociada a la preparacion de ' 4,99E-08

la muestra

% Grafico 3D. Contribuciones asociadas a la incertidumbre.
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/f¢ Tabla 4D. Contribuciones a la incertidumbre TRICALFOS
VIGILADA rmN;Du-:nuom' Incertidumbre
Fuentes Inc. relativa estandar
UR relativa al
cuadrado (UR”?
5 © s ©  Peso de muestra para determinacién de Fdsforo 4,01E-05 1,61E-09
E® =8 L,
S 3 83 Calcinacion de la muestra 9,09091E-05 8,26E-09
S8 5 E
s 8 o
g8 o= Digestion de la muestra 0,0002 4,00E-08
£ o Q5
Volumen de aforo 0,000489898 2,40E-07
[<B]
5 C_‘: % f . Volumen de muestra para dilucién 5,7735E-07 3,33E-13
_% K -g & Volumen de agua 0,000412393 1,70E-07
S8 Q
g -% g S g Alicuota de la muestra 1,44338E-06 2,08E-12
o (]
2RET Volumen de agua 3,60844E-07 1,30E-13
Volumen de Molibdovanadato 2,88675E-07 8,33E-14
Curva de calibrado 9,90E-03 9,80E-05
Repetibilidad 6,21E-03 3,86E-05
Precision intermedia 3,03E-03 9,15E-06
Sumatoria 0,00015
Raiz 0,01209
Valor muestra 164,75
Incertidumbre final expandida 4,0
El valor es reportado como 164,75+ 4 o/kg
Precision intermedia 9,15E-06
Repetibilidad | 3,86E-05
Curva de calibrado | 3,68E-05
Incertidumbre asociada a la medicion de
la alicuota de la muestra ] 8,19E-07
Incertidumbre asociada a la preparacion
de la muestra | 110E-07
*» Gréafico 4D. Contribuciones asociadas a la incertidumbre.
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