UNIVERSIDAD NACIONAL
Campus Omar Dengo

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESCUELA DE QUIMICA

Proyecto de graduacion en la modalidad de proyecto de graduacion

“ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE METALES EN EL PROCESO DE UNA
EMPRESA PRODUCTORA DE PREMEZCLAS ALIMENTICIAS GRANULADAS”

Joel Josué Ramirez Alfaro

Tutor:
Master Rolando Alberto Sanchez Gutiérrez
Asesores:
Dr. José Angel Rodriguez Corrales

Lic. Elsie Loria Murillo

Heredia, Costa Rica

Abril, 2022



"Este trabajo de graduacion fue aprobado por el Tribunal Examinador de la Escuela de
Quimica de la Universidad Nacional, como requisito parcial para optar al grado de
Licenciatura en Quimica Industrial”

Miembros del Tribunal Examinador del Trabajo Final de Graduacion:

NOMBRE FIRMA

Representante del Decanato  Dr. Manuel Sandoval Barrantes

Representante de la M.Sc. Rosa Alfaro Solis
Direccion de la Escuela

ROLANDO ALBERTO [mdeinencrer
SANCHEZ GUTIERREZ (FIRMA)

Fecha: 2022.09.09 10:56:51

GUTIERREZ (FIRMA) o500

Tutor M.Sc. Rolando Sanchez Gutiérrez
Firmado digitalmente por
JOSE ANGEL RODRIGUEZ
CORRALES (FIRMA)
ot , Fecha: 2022.09.09 11:16:38
Asesor Dr. José Angel Rodriguez Corrales ‘o600

Asesora Licda. Elsie Loria Murillo M M

M.Sc. Orlando Armijo Montes

Lector

T Laboratorio de Anilisis  Firmado digitalmente por

é\ imicos JOEL JOSUE RAMIREZ
: LASEQ fecn 2072000910261
Proponente Bach. Joel Ramirez Alfaro Q remammosoz




TABLA DE CONTENIDO

TABLA DE CONTENIDO ....ocoiiiiiiiieise ettt st i
INDICE DE CUADROS. ...ttt e et e et esnae e e nae e eaaeesnnne s v
INDICE DE FIGURAS .....ooeeeeeeeeeeeeees e tese ettt sas s st %
INDICE DE ANEXOS ....ooviieieiieeeieeeesseess s ese s sss st sass s tssss s sssssss s sessssessensnsnsansens Vi
CAPITULO I INTRODUCCION.....c.oiiiiiririisieieississsssiessssessss st sssesssssessenes 1
1.1 AntecedentesS Yy JUSLIFICACION ........ccocouiiiiiicie e 1
1.1.1  Importancia NUEMCIONAL........cc.oiiiiiiiiiieeeee s 2
1.1.2  Empresa productora de premezelas.........cccoovveiieiiieeiieiiieeiie e 3

A |V - (ol I (<o oo USSR 4
1.2.1  Descripcion de la premezCla.........cccoveieiieieeieiie e 4
1.2.2  Zinc (ZNn) Yy Manganeso (IMN).......cocueiieieiienieeie e 5
1.2.3  Metodologias para el analisis de minerales en alimentos.............cccocvevvervenenn 7
1.2.4  DeFINICIONES. ...c..iiiiiiiieieiie ettt sttt sne e e 9
1.2.5  Validacion de MELOUOS ........ccveiveieiieseeie e 11
CAPITULO 1. OBJETIVOS E HIPOTESIS ..ot tesess s es s 13
2.1 ODJEtiVO GENETAL... .o 13
2.2 Objetivos especificos y aCtividades ..........cccvvevveieiiieiieie e 14
2.3 HIPOLESIS ..ttt bbbt 15
HI. METODOLOGIA ....oooeeceeeeeeee ettt se st 15
3.1 Analisis de ZINC Y MANJANESO ......cceiiiriiieieieiesie e se e sresreeee e see e sresre e sseeseaneas 15
3.2 Validacion del método de analiSis ..........coieiiiiiiieiiiiseee e 16
3.3 Disefio experimental de YoOuden-SteINer .........cccvevveiiieiieiiie e 18
B4 IMIUBSEIO ...ttt bbbkttt b et b e 19
3.5 ANALISIS 08 A0S ....c.veivieiieiieiee e 20
3.6 Control estadiStiCO 8 PrOCESO .....c.ciuervrueriirieieieeeeeee et 21
3.7 INTOrMeE @ 1@ BMPIESA......ccveiicie et 21
CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUCION ......ccoiuiriiiineineeeisnisseeneissesssseseseesesenenes 21
4.1 ANALISIS FEITOSPECLIVO. ... .oivieiiiiiecie ettt e te e e sneenne s 21
4.1.1  Aplicacion de control estadistico a los datos retrospectivos ............c..cceueenee. 26
4.1.2  Desempefio eliminado valores atipiCos ..........cccevvereeiiesieneeie e e 31



A2 NAIUACION ..ottt e e 33

421 RODUSEEZ: ..ottt ettt nne s 34
4.2.2  Linealidad y &mbito de trabajo ..........cccvevveiieiiiie e 35
4.2.3  Limite de deteccion y cuantificacion............ccccoooeiieieiiiiic v 36
4.2.4  Recuperacion, veracidad y especificidad.............ccceeveveiiieiiriiiiiieieee e 38
4.2.5  Precision (repetibilidad y precision intermedia)...........ccccoevviveiieiicie e 40
4.2.6  ETECIO MALIZ ...ooveiie ettt nne s 42

4.3  Andlisis de datos obtenidos mediante el método validado ............cccoeeveiviinnnnne. 43
4.3.1 Control estadistico de 1S MUESLIAS.........ccerueriereiereieseeierere e, 47
CAPITULO VI. CONCLUCIONES .....c.oiveeeeetieiesesiseseeieses s sestssessesssses st en s seneesenes 49
CAPITULO VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........oieieeeeeeeeeeeeeseeeeeeen s 52
CAPITULO VI ANEXOS .....oocvveveeeeeeieee et esisses st st sss st s sansssn st ensesessssesenes 62

INDICE DE CUADROS.

Cuadro 1. Costa Rica: Valor de los principales productos exportados por el sector
pecuario. 2019, 2020, 2021. .......cciieiiie it 2
Cuadro 2. Descripcion general de las funciones de los minerales traza, requerimientos y
NIVEl MAXIMO TOIEIADIE ... s 5
Cuadro 3. Parametros de desempefio minimos a revalidar cuando se da una modificacion a
UN MELOAO NOFMANIZAAO. ...c.veviiiicieciici et b et ne e 13
Cuadro 4 Objetivos especificos y actividades...........ccccveveveeiecie i 14
Cuadro 5. Parametros de desempefio, modo de evaluacion y criterios de aceptacion para la
validacion del método de andlisis de zinc y manganeso en premezclas alimenticias bovinas
VAT V(o] - TSRS PRPRRSRRI 16

Cuadro 6. Disefio experimental de Youden-Steiner........c.ccocveieiiieiiie i 18



Cuadro 7. Factores criticos identificados y variaciones aplicadas para evaluacion de
0] 01U (=4SSP PP URURPR 34
Cuadro 8. Limites de deteccion y cuantificacion para curvas de calibracion de zinc 'y

L aF= Va0 T T LTS o PR TSRTSRPIN 37

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Distribucién de los datos de desempefio con respecto a los factores metal y carga.

.............................................................................................................................................. 23
Figura 2. Dispersion de la variable desempefio con respecto al factor categoria. ............... 24
Figura 3. Comparacion del cumplimiento de las muestras estudiadas en relacion con los
limites maximos establecidos de la empresa. (A. Cumplimiento por metal, B.

CUMPHMIENTO POI MALMIZ) ..ot 25
Figura 4. Gréaficos de control de proceso (A. Datos totales, B. Por metal, C. Por tipo de
Q100 101 (o) ISR 27
Figura 5. Andlisis de capacidad para el ProCeSO0........ccccceveerieeiieiieieere e se e seesee e 29
Figura 6. Gréficos de control de proceso sin atipicos (A. Datos totales, B. Por metal). ..... 32

Figura 7. Andlisis de capacidad para el proceso sin valores atipicos. (A. Limites de + 10 %,

B. LIMITES 08 £ 15 U0)..ecuiiiiieiiecie ettt ta e e s te et e e s re e aeeneenns 33
Figura 9. Regresiones lineales para ZinCy Manganeso. .........c.cccevverveieeieesesieeseesieseennns 35
Figura 10. Distribucion de los controles instrumentales y de proceso ..........c.ccceeeervereerenen. 38
Figura 11. Distribucion de los controles de matriz enriquecida. ...........cccocveereineneiieenen. 40

Figura 12. Dispersion de los quintuplicados de los analistas para pruebas de repetibilidad.

.............................................................................................................................................. 41
Figura 13. Comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion...............c.ccccue..... 43
Figura 14. Distribucion de muestras analizadas mediante el método validado................... 44

Figura 15. Distribucion del desempefio con respecto al metal para las muestras analizadas.

Figura 16. Comparacion del cumplimiento de las muestras analizadas en relacion con los
limites establecidos por la empresa. (A. Cumplimiento por metal, B. Cumplimiento por
L1 L7 T TSRO P TR PR PRI 46



Figura 17. Graficos de control de proceso para las muestras analizadas sin datos atipicos
(A. Datos totales, B. POr Metal)........c.ccoueiiiiiiiiiicie et 47

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Disefio experimental de Youden-Steiner para el analisis de metales en premezclas.

.............................................................................................................................................. 62
Anexo 2. Base de datos utilizada para el analisis retrospectivo correspondiente a afios 2018-
2000, ettt et e bt R e tent et Re et et R e te et et teere st erearears 63
Anexo 3. Resumen de datos descriptivos con respecto a desempefio para el conjunto de datos
S0 [0 o TSSOSO 63
Anexo 4. Resumen de la estadistica descriptiva para el conjunto de muestras analizadas. . 63
Anexo 5. Estadistica descriptiva de los controles de masa y lectura. ........c.ccoceoviriinnnnnne 64
Anexo 6. Estadistica descriptiva de los controles de matriz fortificada............c..cccoeeneene. 64
Anexo 7. Resultados de las pruebas de repetibilidad. ............cccooveveiieiiecicc e 65
Anexo 8. Informe correspondiente al analisis retrospectivo presentado a la empresa
[S10T0 [8Tox (o] - TP R S PTP PP PRPPPOO 65
Anexo 9. Presentacion visual expuesta a la empresa productora. ...........cccoceeeeercnereennenn 65

Anexo 10. Base de datos utilizada para la validacién del método analitico, datos para
R AEE T a0 TR LTS o T PR TPRPPRPIN 65

Anexo 11. Base de datos utilizada para la validacion del método analitico, datos para zinc

Anexo 13. Documento resumido de las pruebas estadisticas realizado a la data de zinc. ...65
Anexo 14. Informe de validacién del método analitico para la determinacion de zinc y
manganeso en premezclas alimnetacias animales mediante absorcion atomica. ................. 65
Anexo 15. Base de datos de las muestras analizadas durante 3 meses del afio 2021........... 66

Anexo 16. Resumen de las pruebas estadisticas realizadas con las muestras analizadas. ... 66

Vi



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentesy justificacion

La actividad pecuaria se refiere al conjunto de actividades dedicadas a la explotacion
econdmica de animales, tradicionalmente: bovinos, porcinos, ovinos, caprinos y aves. Segun
la oficina regional de la Organizacion de las Naciones Unidas para alimentacion y
agricultura, “FAO” por sus siglas en inglés, la actividad pecuaria en América Latina es
considerada una estrategia capaz de satisfacer simultdneamente la conservacion de los
ecosistemas, la conservacion de la vida silvestre y el sustento diario de los hogares, por lo

que es considerado como una herramienta de desarrollo social, econdémico y cultural .

América Latina aporta alrededor del 23 % de la carne bovina consumida globalmente, un
21.4 % de la carne de ave, un 11.2 % de la leche y un 10 % del consumo global de huevos.
El crecimiento del sector pecuario en América Latina ha alcanzado una tasa anual del 3.7 %,
valor superior a la tasa promedio de crecimiento registrada a nivel global correspondiente a
un 2.1 %. De este modo, el sector pecuario contribuye con un 46 % del producto interno
bruto agropecuario de América Latina.

Segun el informe de desempefio del sector agropecuario de SEPSA (Secretaria Ejecutiva de
Planificacion Sectorial Agropecuaria del Ministerio de Agricultura y Ganaderia), durante el
2018, el sector primario en Costa Rica fue el segundo agente generador de empleo, dando
oficio a 266 271 personas, lo cual representa un 12.3 % de la poblacion ocupada. > En Costa
Rica destaca la exportacion agricola, con productos como el banano, la pifia y el café; sin
embargo, es indubitable el aporte de la produccion pecuaria al pais. Segun el informe del
primer trimestre del 2021, el sector agropecuario significo un 41,1 % de todas las
exportaciones del pais, lo que es un 10 % mayor a lo reportado durante el mismo periodo del
afio anterior, adicionalmente las exportaciones al mercado estadounidense aumentaron en un

82,7 % llegando a cubrir el 32% de la participacion en exportaciones nacionales en esta area.®

En el Cuadro 1, se pueden observar los productos de origen pecuario que significaron un
mayor ingreso para el pais en los Gltimos tres afios, donde también se evidencia que la carne

bovina congelada es el principal producto de exportacion de este sector. Ciertamente debido



a la contraccion de la economia mundial, iniciada en el 2020, se dio una reduccion en las
exportaciones; sin embargo, en la actualidad, las mismas estan recobrando fuerza por lo que
es pertinente asegurar una correcta alimentacion de los animales a nivel pais.

Cuadro 1. Costa Rica: Valor de los principales productos exportados por el sector pecuario.
2019, 2020, 2021.

Valor 2019 (Miles de Valor 2020 (Milesde  Valor 2021(Miles de

Descripcion ) ) )
dolares) dolares) dolares)
Carne bovina, congelada 90 963 50 060 53 369
Leche y nata,
50 154 27 217 19811
concentrada
Leche y nata, sin
44731 24 820 18 602
concentrar
Lactosuero 20 887 10 832 7 367
Quesos y requeson 13937 7135 4709
Huevos de ave con
) 12 689 4014 5014
cascara
Carne bovina, fresca o
) 11 200 7 415 7013
refrigerada
Suero de mantequilla 10 027 3507 4809
Despojos comestibles de
bovinos, porcinos y 9877 3357 4452
ovinos
Otros 23 866 15 645 13 952
Total 288 331 154 002 139 099

Nota: Adaptado de referencia 2y 3.

1.1.1 Importancia nutricional

El ganado, tanto ovino como bovino y otras especies pecuarias, requieren suplementacion de
minerales en la dieta, esto debido a que los piensos sencillos y el suelo (por ende, las plantas)
no brindan todos los nutrientes necesarios.* Durante el proceso de produccion animal, la dieta
incorpora nutrientes organicos, componentes energéticos, fibra, proteinas y vitaminas, sin
embargo, también es importante garantizar la presencia de las cantidades necesarias de
micronutrientes y otros minerales.® Los macrominerales son minerales que deben ser

ingeridos en magnitudes relativamente mayores, entre estos: calcio (Ca), fésforo (P), sodio
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(Na), cloruro (CI), potasio (K), magnesio (Mg) y azufre (S). Por su parte, los microminerales,
conocidos también como oligoelementos, necesitan ser ingeridos en cantidades menores, mas
no pueden ser eliminados totalmente de la dieta, entre estos: hierro (Fe), zinc (Zn),

manganeso (Mn), cobre (Cu), cobalto (Co), yodo (Y), molibdeno (Mo) y selenio (Se).5”

En el mercado existen distintas opciones de concentrados comerciales que se encuentran
enfocadas en etapas etarias, productivas o por especie animal.®> Es importante considerar los
minerales que incorpora cada uno de estos concentrados y los valores recomendados de
ingesta para cada animal, asi como su respectiva etapa de desarrollo. En el caso de un animal
en crecimiento o proceso reproductivo, requerira mas nutrientes que uno en su etapa adulta,
por lo que es importante que un experto realice una evaluacion de los aportes nutricionales
que requiere cada poblacion animal.>’ Por lo anterior, el control de calidad para la
composicion de las premezclas alimenticias es de suma importancia, ya que es necesaria

informacion veraz y confiable sobre el contenido nutricional de estos productos.

1.1.2 Empresa productora de premezclas

En la actualidad, esta empresa de base cientifica con participacion en el mercado nutricional
y de salud; ofrece productos y soluciones para afrontar algunos de los retos mas importantes
del sector productivo, generando valor economico, ambiental y social. Actualmente, sus
operaciones se encuentran distribuidas a nivel mundial, en Costa Rica, se orientan a la
manufactura de premezclas vitaminicas y de minerales para animales. Para efectos del

presente documento se omitira el nombre de esta por temas de confidencialidad.

Desde el afio 2012 y hasta la actualidad, la empresa en cuestion es cliente del Laboratorio de
Andlisis y Servicios Quimicos (LASEQ). A lo largo de estos afios se identifico que existe
una oportunidad de mejora y se requiere de un estricto monitoreo de calidad en sus
premezclas. Los representantes de la empresa exteriorizaron que enfrentan un problema en
cuanto a la magnitud y variabilidad de la concentracién de minerales presente en sus
productos finales. Se realiz6 una revision conjunta, en la cual se evidencié que dos de los
minerales prioritarios, debido a la frecuencia de analisis y a la aparicion de las variaciones
mencionadas, son el zinc y el manganeso. Asimismo, la empresa cuenta con recopilados de

datos, atiles para analisis historico, mientras que la adquisicion de nuevos equipos para ellos
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no es una opcion viable. Otro punto de mejora evidenciado es la ausencia de herramientas de
control para la variabilidad del proceso productivo. Por lo expuesto anteriormente, se plantea
realizar un proyecto que incluya el establecimiento de un método de andlisis validado y la
implementacion de un control estadistico adecuado que permita la obtencion de productos
con la concentracion esperada, asegurando la estandarizacion del proceso productivo de las

premezclas.

1.2 Marco teorico
1.2.1 Descripcion de la premezcla

Coloquialmente, los términos concentrado y premezcla son utilizados indiferentemente, sin
embargo, es importante trazar una linea clara entre estos términos. Segun el reglamento (CE)
1831/2003 del Parlamento Europeo y del consejo del 22 de septiembre del 2003 sobre los
aditivos en la alimentacién animal, un ndcleo o premezcla refiere a todo producto que se
adiciona a una mezcla final y contiene sustancias ausentes o por debajo del nivel 6ptimo en
los alimentos animales.® Por su parte, un concentrado es una mezcla de ingredientes donde
sustratos energéticos o proteicos se encuentran en alta proporcion, este sera adicionado a las
materias primas alimenticias para generar un pienso compuesto. De lo anterior se establece
que a partir de la premezcla se produce el concentrado, posteriormente la mezcla del
concentrado y algunos cereales (por ejemplo, tortas oleaginosas y plantas) generan el

producto para consumo del animal, conocido como pienso.®

Las premezclas se disefian con cualidades y funciones especificas, por lo que se pueden
encontrar combinaciones de vitaminas, minerales, micro y macronutrientes necesarios para
cada etapa productiva del animal. En el disefio de estos productos se incorporan importantes
detalles bioldgicos de los animales como lo es el transito intestinal, el microbiota intestinal y
el sistema inmune, entre otros; con el fin de obtener un maximo aprovechamiento de los
nutrientes, lo cual se refleja en un animal con salud 6ptima.'° En el mercado general no suelen
encontrarse las premezclas sino los concentrados con nombres como “starter”, “broiler”,

“ponedora” y “lactacion”. &7



En el Cuadro 2 se resumen las dosis recomendadas y funciones en las que participan los

principales minerales. 1!

Cuadro 2. Descripcion general de las funciones de los minerales traza, requerimientos y
nivel maximo tolerable

Requerimientos “Nutricion Nivel M&ximo
. ) mineral del ganado” Tolerable Consejo de
Minerales Funcion ) L .
(NRC) (mg/kg de masa investigacion agricola
seca (MS)) (ARC) (mg/kg de MS)
Zn Sintesis proteica 20-33 50
Movimiento de oxigeno en el
Fe 30-50 500
cuerpo
Relacion con vitaminas,
Se activacion y parte de enzimas y 0.1-0.2 2

hormonas

Necesario para el desarrollo
Mn 20-40 1000
normal de los huesos y tendones

Nota: Modificado de la referencia 7,11y 12

1.2.2 Zinc (Zn) y manganeso (Mn)

El zinc y el manganeso son denominados elementos traza esenciales ya que forman parte de
las metaloenzimas, enzimas que requieren de un metal especifico para su funcion.” Estas
generalmente se relacionan con la formacion de cartilago, la coagulacion sanguinea y el
metabolismo de acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y lipidos. Adicionalmente,
desempefian un papel fundamental en la absorcién intestinal durante etapas donde existe
alteracion del metabolismo animal, como la gestacion.'®* Estudios realizados con novillos
sugieren que el zinc cuenta con accion lipogénica, es decir, permite la sintesis de acidos
grasos de cadena larga.’>!® Ademas del efecto lipogénico, se ha estudiado el efecto del zinc
sobre los adipocitos, donde se observo que el zinc puede afectar la potencia bioldgica de la
insulina, basicamente potenciandola.r”8 El zinc participa en la estimulacion de la renovacion

del tejido cutaneo®®, también se ha encontrado que tiene un efecto antitumoral, ya que los



niveles de este metal encontrado en el tejido tumoral son distintos a los usuales.?®?! Estudios
han demostrado que el zinc induce la absorcion intestinal de hierro, asi como el transporte
transcelular, mediante la expresion inducida de los dos transportadores de hierro:
transportador de metal divalente 1 (DMT1) y la ferroportina 1 (FPN1).2%23 Se ha determinado

que el zinc participa de varios procesos de sefializacion intracelular.

El manganeso es importante para la fertilidad y el desempefio del sistema nervioso central,
forma parte de los componentes de los procesos enzimaticos como: fosfatasas Oseas,
fosfatasas sanguineas, carboxilasas, arginasas, fosfato transferasas y descarboxilasas. Es
indispensable para el desarrollo normal de los huesos y tendones.?* En general se ha
determinado que el manganeso participa activamente en el proceso de crecimiento, por lo
cual se recomienda un consumo adecuado para mantener los animales saludables y evitar

enfermedades.?

El zinc y el manganeso son micronutrientes esenciales para el crecimiento y la buena salud,
por lo que su deficiencia genera sintomas clinicos como atrofia del crecimiento y baja en los
niveles funcionales de plasma sanguineo. Lamentablemente, no existe un biomarcador
establecido para el zinc, como la hemoglobina para la deficiencia de hierro (i.e., anemia), por
lo que es mas complejo detectar su deficiencia de manera preventiva.?® Sin embargo, es
interesante que los individuos con deficiencia de hierro presentan enfermedades genéticas
muy especificas de la deficiencia de zinc como lo es la acrodermatitis enteropathica.?’ La
deficiencia de manganeso provoca desarrollo 6seo anormal, piernas arqueadas o deformes,
anomalias en fertilidad, ausencia del celo y abortos. En aves provoca preosis, cabeza retraida,
huevos con cascara fragil, engrosamiento de articulaciones, crecimiento lento y pérdida del

sentido.?®

En estudios animales donde se ha realizado una modificacion dietaria, se ha encontrado una
relacion entre la anemia, la acumulacion de hierro en los tejidos y la deficiencia de zinc.
Estudios donde se les sometid a animales a dietas bajas en zinc y evidenci6 una reaccion en
parametros relacionados al hierro como la hemoglobina y el conteo de glébulos rojos (lo que
usualmente se explica por eritropoyesis, que es la reduccion en la produccion de globulos
rojos o por catabolismo aumentado).?® Otro estudio en el cual utilizan condiciones dietarias

similares a las descritas anteriormente, generé acumulacion de hierro en multiples tejidos,



sintoma que fue facilmente revertido utilizando suplementacion dietaria con zinc.*® La
deficiencia de zinc genera calcificacion, inflamacion y cambios esclerdticos en el tejido renal,
ya que no solamente promueve la absorcién del hierro, sino también de otros metales como
calcio, fosforo, aluminio y cobre .33 Finalmente, se registra una relacion de la deficiencia de
zinc con el desarrollo de Ulceras y heridas cutaneas. Por lo tanto, un nivel adecuado de zinc

disminuye la exposicion a dafios vasculares.®

Segun el Agricultural Research Council de los Estados Unidos de América (ARC) con al
menos 7 mg/kg de Zinc (MS) en la dieta, no se presentan signos de deficiencia, no obstante,
para mantener el nivel de zinc recomendado en sangre (0.9 a 1.5 mg/1), la cantidad minima
recomendada es de 14 mg/kg.? El requerimiento de zinc puede variar dependiendo de la
etapa del animal, en los carneros es indispensable garantizar una dosis apta que permita el
adecuado crecimiento testicular y la espermatogénesis, mientras que para el crecimiento
corporal el requerimiento de este mineral es menor.*® Las cantidades minimas sugeridas para
ovinos en crecimiento son de 20 mg/kg Zn para machos y 33 mg/kg de Zn para hembras
gestantes o lactantes.'®'® Ademas factores como el exceso de Ca, Cd, Fe, Mn, Mo y Se, asi
como las infecciones bacterianas o virales, pueden incrementar los requerimientos de zinc.'?
En el caso del manganeso, no existe una dosis minima recomendada, no obstante, se ha
demostrado que el requerimiento para el crecimiento del animal es menor que la necesaria
para la reproduccién. Las dietas que contienen 10 mg /kg de Mn son adecuadas para el
crecimiento y se considera que una dosis 20 mg/kg debe ser suficiente para estados

reproductivos.”

1.2.3 Metodologias para el analisis de minerales en alimentos

El anélisis de minerales a niveles traza en matrices de alimentos requiere de un proceso de
digestion que permite asegurar que los analitos se encuentran en disolucion y libres de
componentes de la matriz, de manera que los iones metalicos en la muestra queden
disponibles para su andlisis.® Para lo anterior, se utilizan medios acidos y calentamiento, no

obstante, dependiendo de la matriz y la técnica de analisis empleada, existen distintos



métodos para poder ser utilizados, como la extraccion con disolventes®, la digestion

himeda®, la digestion seca y la digestion asistida por microondas.

Esta ultima técnica, empleando acido nitrico concentrado, ha sido ampliamente utilizada para
el procesamiento de muestras alimenticias.®”*° Esta metodologia permite la determinacion
de elementos como plomo, cadmio, cromo, niquel, zinc, hierro, manganeso, cobre, cobalto,
entre otros. También se ha demostrado su utilidad en mdltiples matrices como hongos
comestibles*, alimentos enlatados*?, grasas hidrogenadas y chocolates** lo cual prueba la

versatilidad de la técnica y sugiere que es Util para diversas matrices.

Mediante la digestion microondas, se ha comprobado que es posible utilizar el acido nitrico
diluido sin reducir la capacidad oxidante de esta sustacia**, lo que brinda beneficios
econdmicos y ambientales al emplear esta técnica.*® La alta eficiencia de descomposicion de
la muestra mediante acido nitrico se debe a las reacciones de regeneracion que ocurren dentro
de los tubos de microondas y la formacion de un gradiente entre la fase liquida y gaseosa
durante la digestion de las muestras.*® Cabe mencionar que en muchos casos se utiliza
perdxido de hidrégeno y &cidos inorganicos (e.g., perclorico, clorhidrico o sulfurico) como
coadyuvante para la digestion, ya que este genera oxigeno in situ ,esencial para la oxidacion,

lo que a su vez propicia una mayor eficiencia en la digestion.*"#8

Las técnicas mas comunes para el analisis de minerales en alimentos son el Plasma de
Acoplamiento Inductivo con un espectrometro de masas como detector (ICP-MS),
Acoplamiento Inductivo con detector Espectrofotométrico de Emision (ICP-OES) y la
Espectroscopia de Absorcion Atdmica (AA). La técnica de ICP es una tecnologia derivada
del AA, posee una alta sensibilidad y rapidez en el analisis multi-elemental que permite el
andlisis de casi todos los elementos de la tabla periddica.*** Entre sus principales fortalezas,
ofrece la eliminacion de las interferencias presentes en la matriz y una alta relacion sefial -
ruido. La técnica se fundamenta en excitar iones mediante plasma y realizar la cuantificacion

con respecto a las cuentas/s de una relacion masa/carga de un isotopo de referencia.*

La técnica de absorcion atomica ha sido utilizada desde los inicios del siglo XIX. La primera
aplicacion se registra en la determinacion de mercurio, pero es hasta 1995 cuando Walsh
descubrid la utilidad de la técnica para el analisis elemental.>! El principio analitico de la

técnica se basa en que los electrones de los atomos pueden ser promovidos a orbitales de
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mayor energia mediante la absorcion de cantidades discretas de energia a longitudes de onda
especificas y caracteristicas. Otro factor que sustenta la técnica es la ley de Beer-Lambert,
que relaciona la absorcion de luz por un material con la concentracion de especies capaces
de absorber dicha radiacion en este.5>%3 Esta técnica es extremadamente sensible y especifica,
ya que las lineas de absorcion atdmica son estrechas (0.002 a 0.005 nm) y las energias de

transicion electronica son Unicas para cada elemento.>

En la técnica de absorcion atomica por Ilama, la muestra liquida es nebulizada utilizando un
gas oxidante mezclado con un gas combustible para ser atomizada en el quemador. La
lampara, generalmente fabricada a partir del metal a analizar, emite las longitudes de energia
caracteristicas del elemento, la cual pasa por la llama donde los electrones de los atomos
absorben una cantidad de energia, cuantificable mediante la diferencia de la intensidad de
energia emitida por la lampara y la recibida por el detector, que es proporcional a la
concentracion de analito presente en la muestra. Finalmente, debido a la estrechez de las
lineas de absorcion mencionadas, es poco usual que la longitud de onda de dos metales se

traslape. 54555

1.2.4 Definiciones

A continuacion, se detallan algunas definiciones de interés para propiciar un mejor

entendimiento proyecto:

e Validacion: Proceso que utiliza estudios de laboratorio para establecer si el
desempefio de un método cumple con los requisitos previstos®’, le brinda
confiabilidad a la técnica analitica®® y puede ser tan exhaustivo o simplificado como
sea necesario.>®

e Selectividad: Grado en el que un método puede ser utilizado para determinar analitos
particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes de
comportamiento similar.8061.62

e Veracidad: Expresion de la proximidad de la media a un valor de referencia.
Usualmente se puede realizar una evaluacion practica de la veracidad. 506!

e Limite de deteccion (LD): Minima concentracion de analito que puede ser detectada

por el método. 60:62



Limite de cuantificacién (LC): Minimo nivel en el que el analito se puede determinar
con un nivel aceptable de precision y veracidad. 8062

Robustez: Medida de la capacidad de un metodo analitico para permanecer sin
afectaciones por pequefias variaciones premeditadas de algunos pardmetros del
método. La robustez proporciona una indicacion de la fiabilidad del método durante
su uso normal.

Carga: Para efectos del proyecto refiere a la cantidad de kilogramos correspondientes
a la produccion total del lote.

Metal: Refiere al analito especifico estudiado, en el presente documento entiéndase
como manganeso (Mn) o zinc (Zn).

Desviacion estandar (DE): Medida que permite evaluar la variacion o dispersion de
un conjunto de datos, aritméticamente refiere a la raiz cuadrada de la varianza.®®
Desempefio: Para el presente documento entiéndase como la relacion porcentual entre
el valor obtenido de manera experimental y el valor objetivo o esperado para las
muestras.

Cumplimiento: estado en el cual el valor se encuentra dentro de los limites
especificados, entiéndase para este documento entre 90% y 110%.

Gréafico de control: también conocido como diagrama de Shewhart, es una
herramienta de monitoreo de proceso que permite el analisis y solucién de problemas.
Muestra los datos obtenidos en un proceso de manera cronoldgica junto con los
limites establecidos.®*

Sigma: termino que proviene de la letra griega o, usualmente utilizada para
denominar la desviacién estandar, en calidad se utiliza para referirse a la variabilidad
de proceso. El término se utiliza para establecer la amplitud de los limites de control
y relacionar el proceso con su eficiencia segun lo dado por una campana de
probabilidad de Gauss. En la mayoria de los casos, puede utilizarse como sinénimo
de “desviaciones estandar”.%®

Limite de Control: lineas horizontales ubicadas por encima y por debajo de la linea
de tendencia central en un grafico de control, reflejan la variacion aleatoria del

proceso y son el umbral que permite determinar si el proceso se encuentra bajo
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1.2.5

control, se utiliza como criterio comun que se ubiquen a tres sigmas de la linea
central %

Limite de Alerta: paralelos a los limites de control, brindan una primer alerta que
permite tomar medidas antes de que el proceso se salga de control estadistico,
cominmente se ubican a dos sigmas de la linea de tendencia central.®*

Cedasticidad: refiere a una propiedad de las regresiones lineales relacionada a los
errores en la estimacién, los cuales pueden ser constantes (homocedasticidad) y
brindan fiabilidad a las estimaciones realizadas con la regresion lineal o no constantes
(heterocedasticidad) lo que es una propiedad indeseable.®®

Control Instrumental: conocido también como control de lectura, se trata de una
dilucién de concentracién conocida preparada a partir de un material de referencia
certificado (MRC) utilizada cristaleria calibrada. Permite verificar que la sefal
respuesta del instrumento, en este caso el espectrofotometro de absorcion atomica es
la esperada.

Control de Proceso: control de concentracion conocida preparado a partir de sales del
metal de interés, se le da el mismo tratamiento que a una muestra, desde su pesaje,
pasando por la digestion, hasta su respectiva lectura, permite verificar la recuperacion
del proceso analitico al cual se somete la muestra, también conocido como control
masa.

Control de Matriz Enriquecida: control preparado mediante el método de adiciones
estandar, se preparan muestras convencionales de manera pareada a muestras
enriquecidas para evaluar un posible efecto matriz de los formulados alimenticios.
Coeficiente de variacion (% CV): medida estadistica que muestra la dispersion de un
conjunto de datos de manera relativa, ya que se expresa como la relacién entre la

desviacion tipica y la media multiplicado por cien para expresarse como porcentaje. 5

Validacién de métodos

A nivel mundial, se realizan miles de mediciones y pruebas de laboratorio, los cuales tienen

como finalidad valorar la calidad de articulos comerciales, analisis sanitarios, control de

calidad de la potabilidad del agua, alimentos, piensos, andlisis forenses, entre otros.

Generalmente los resultados analiticos son utilizados para la toma de decisiones, lo cual
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posee implicaciones importantes en distintos niveles. Por ejemplo, los analisis de calidad se
utilizan para la liberacion de lotes de alimentos, el cumplimento de leyes ambientales o la
determinacién de la inocencia de una persona en un analisis forense. Por lo anterior, la
importancia de realizar mediciones confiables que permitan tener la seguridad que el
resultado es veraz y que han sido obtenidos mediante la aplicacién de métodos y materiales

trazables.®’

Los métodos analiticos pueden ser sometidos a un proceso de validacion exhaustivo o
simplemente a la verificacion de algunos parametros de desempefio. Segin Eurachem vy el
apartado 5.4.4.2 de lanorma ISO/IEC 17025:2017, un método amerita una validacion cuando
es necesario demostrar que sus caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso
previsto.®® Por lo anterior, es recomendado disefiar un plan de validacion en cualquier
escenario donde se incluyan métodos no normalizados, disefiados o desarrollados por el
laboratorio, métodos normalizados usados fuera de su &mbito de aplicacién, ampliaciones o
modificaciones de métodos normalizados o la necesidad de demostrar la equivalencia de dos

métodos.

En adicion a la naturaleza del método, un factor que determina la rigurosidad de validacion
corresponde al ajuste del proposito del laboratorio. Por su parte, una verificacion es propia
de métodos normalizados, es decir métodos desarrollados por un organismo de normalizacion
u otro organismo de reconocimiento internacional que cuente con el apoyo técnico
correspondiente, como el caso de 1SO o ASTM.*® En este caso es necesario verificar el
desempefio segun lo detallado en la ISO/IEC 17025 apartado 5.4.2.5758

El alcance de la validacion debe ser establecido segun el propdésito y la situacion del
laboratorio. Seguln la guia para validacion de métodos del Ente Costarricense de Acreditacion
(ECA-MC-PO01-G01) existen tres posibles situaciones para un método: normalizado,
normalizado modificado y no normalizado. En la primera situacion, la validacion debe
enfocarse en verificar parametros como precision, veracidad, incertidumbre, limites de
deteccion (L.D.) y cuantificacién (L.C.), ambito de trabajo, entre otros. En la segunda
situacion, los parametros a verificar dependen completamente de las modificaciones

realizadas al método, tal y como se aclara en el cuadro 3. En la tercera situacion, al tratarse
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del caso mas atipico y con mayor cantidad de parametros a verificar, se recomienda consultar
el cuadro 3 del ECA-MC-PO01-G01. %

Cuadro 3. Parametros de desempefio minimos a revalidar cuando se da una modificacién a
un método normalizado.

Modificacion Parametros de desempefio minimos a revalidar

Selectividad ~ Veracidad Recuperacion Precision L.D. L.C. Linealidad Robustez Repetibilidad Ambito  Incertidumbre
de
trabajo

Método de X X X
extraccion

Matriz de la X X X X X
muestra

Extension del X X
ambito

Cambios en X
condiciones
experimentales

Cambio de X X X
operador,
analista o
metrélogo

Sistema de X X X
deteccion

Cambio de X X X X X X X
patrones,

equipos o

reactivos

Nota: Modificado de las referencias 66 y 67

CAPITULO II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Evaluar la concentracion de zinc y manganeso en la produccion de premezclas alimenticias
animales, mediante el estudio de la composicion en la manufacturapara la

estandarizacion del proceso productivo.
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2.2 Objetivos especificos y actividades

Objetivo

Actividades

Estudiar la concentracion de zinc y manganeso
en las premezclas alimenticias mediante un
analisis retrospectivo de datos como insumo para
la aplicacion de medidas que permitan a la

empresa la estandarizacion del proceso.

Validar andlisis

determinacién de zinc y manganeso mediante la

un método de para la

técnica de absorcion atobmicaen llama, con

digestion por microondas, en una matriz
de premezclas alimenticias para ganado bovinoy

crianza avicola.

*Tratamiento estadistico retrospectivo de los
datos colectados en los ultimos dos afios.
*Analisis de las correlaciones de los factores de
produccion y la concentracion en el producto
terminado.

*Aplicacion de herramientas de calidad para
determinar el comportamiento del proceso
productivo.

*Elaboracion de un informe y capacitacion a la
empresa productora.

Establecimiento de los parametros de
desempefio y  criterios de aceptacion para
el método analitico a utilizar.

*Ejecucion del plan de validacion propuesto
mediante el analisis de muestras de la matriz a
validar.
*Analisis de los resultados mediante la
comprobacién del cumplimiento de los criterios
de aceptacidn propuestos.

*Elaboracion del informe de validacion.
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Analizar la concentracién de zinc y manganeso
en premezclas alimenticias utilizando el método
validado para la determinacion de la eficacia de

las medias implementadas por la empresa.

2.3 Hipdtesis

*Toma de muestras en diversos lotes, de producto
terminado.

*Anilisis de las muestras mediante el método

validado.
*Evaluacion estadistica de los resultados
obtenidos.
*Comparacion del contenido de zinc vy

manganeso en el proceso produccién

*Determinacion  del cumplimiento de las
especificaciones de calidad en el producto final
con relacién a las concentraciones de zinc y
manganeso.

*Generacion de un informe que compile los
resultados obtenidos y recomendaciones que
permitan a la empresa optimizar el proceso

productivo.

Se puede implementar un control de calidad estadistico para la produccién de las premezclas,

analizando las relaciones existentes entre los factores de produccion, mediante el anlisis de

datos historicos de la concentracion de zinc y manganeso, cuya eficiencia sera evaluada a

través del estudio de la composicion de estos minerales en diferentes lotes, utilizando para

esto un método analitico previamente validado.

I1l. METODOLOGIA

3.1 Anadlisis de zinc y manganeso

Para la evaluacion de la concentracion de manganeso y zinc en las premezclas se utilizaron

los métodos 968.08 (Minerales en piensos y alimentos para mascotas) y el método 999.10

(plomo, cadmio, zinc, cobre y hierro en alimentos mediante espectrofotometria de absorcion
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atomica luego de digestion por microondas). Ambos métodos pertenecen al Official Methods
of Analysis (OMA) de la Asociacion Oficial de Quimicos Agrénomos (AOAC) © y fueron
adaptados para la adecuacion del propdésito en el LASEQ), por lo que se hizo necesario realizar

un proceso de validacién de ensayos.

3.2 Validacién del método de analisis

Segun lo expuesto en el Cuadro 4, la guia para la aplicacién de la politica de validacion de
métodos de ensayo del Ente Costarricense de Acreditacion (ECA-MC-PO01-G01)%%"y la
Guia de Adecuacion para el Proposito de los Métodos de Ensayo de la EURACHEM,® con
el objetivo de realizar un proceso de validacién adecuado y confiable, se procedera a realizar
la validacidn de los siguientes parametros de desempefio.

Cuadro 5. Parametros de desempefio, modo de evaluacién y criterios de aceptacion para la
validacion del método de anélisis de zinc y manganeso en premezclas alimenticias bovinas y

avicolas.

Parametro de desempefio Meétodo de evaluacién

Criterio de aceptacion

Robustez Se aplico el disefio experimental de

Youden-Steiner (ver seccion 3.3).

La robustez se utilizé como
pardmetro de comparacion previo
entre el método normalizado y el

modificado. Se pretende identificar
los factores sensibles a cambios en
el método y tomar las medidas

necesarias para su control.

Linealidad Se preparé un modelo de regresion
lineal utilizando al menos 18 puntos
de calibracién, considerando entre 4

y 6 niveles de concentracion.

Coeficientes de correlacion de

Pearson mayores o iguales a 0,995.

Los modelos de regresion deben
cumplir con los supuestos
estadisticos basicos para un modelo
de regresion lineal (normalidad de
residuales, homocedasticidad,
sumatoria de residuales préxima a

cero) 58
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Limites de deteccion (LD) y Se calcularon los limites de

deteccion (LD) y cuantificacion.
(LC) a partir de la estadistica del

modelo de regresion lineal

cuantificacién (LC)

utilizando el método Miller &
Miller 6

Recuperacién, veracidad y Se prepararon muestras reales

especificidad fortificadas con el analito,
evaluando la recuperacion en

distintos lotes de produccion

Debido a la complejidad de la
matriz, hasta el momento no existe
disponibilidad de materiales de
referencia certificados (MRC).
Considerando que la veracidad debe
ser evaluada mediante el sesgo, se
propone evaluar la veracidad
mediante el parametro de

recuperacion.

La especificidad se evalué a partir
de adiciones conocidas, utilizando el
Método compendial 1225 USP 31,
en el cual se evaluara en conjunto

con la recuperacion.

Precision (precision intermedia y
repetibilidad)

Se analiz6 por septuplicado la
misma muestra, el mismo dia, con el
mismo equipo por al menos dos

analistas distintos.

Se calculara la desviacién estandar

para cada analista.

LD y LC deben ser menores al
primer punto de calibracion del

modelo de regresion lineal

Los valores de recuperacion deben

de oscilar entre 90 y 107%.5”

Debe existir homogeneidad de
varianzas para los resultados

obtenidos por distintos analistas.

Debe existir homogeneidad de
varianza para los resultados
obtenidos por un mismo analista
para la misma muestra en diferentes

dias.
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Se calculara la desviacion estandar

relativa de cada analista (RDE)

El coeficiente de variacion no debe

superar el 8%. 57

Efecto matriz Se prepararon curvas de calibracién
con adicién estandar del analito a
evaluar sobre la matriz a validar,

realizando todas las etapas del

procedimiento analitico.

Se compararon las pendientes de la
curva con adicién estandar y la
curva utilizada para evaluar

linealidad.

3.3 Disefio experimental de Youden-Steiner

No existe diferencia
estadisticamente significativa entre
las pendientes de las curvas de
calibracién preparadas con y sin

matriz.

El disefio clasico de Youden-Steiner permite evaluar la robustez de un método considerando

siete variables en dos niveles: mayusculas (método normalizado) y minuscula (pequefias

variaciones) con ocho analisis de una muestra.” adicionalmente los resultados de cada

analisis se etiquetaron con letras de la s a la z, generando el disefio experimental de la prueba

como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Disefio experimental de Youden-Steiner.

Variables Ensayo

1 2 3 4 5 6 7 8
Aa A A A A a a a a
B,b B B B b B b b b
Cc C c C c C c Cc c
D,d D D d d d d D D
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E.e E e E e e E e E
Ff F f f F F f f F
G,g G g g G g G G g
Resultados | s t u % w X y z

Para el analisis de datos, los resultados obtenidos deben agruparse de la siguiente manera:

s+t+u+v 44
Valores altos(d) = ——— = —

4 4
, w+x+y+z 4a
Valores bajos(a) = — =7

Finalmente, se calcula la diferencia entre los valores altos y los valores bajos y se comparan
con la raiz cuadrada de dos multiplicada por la desviacién estandar de las diferencias. Si el

valor de la diferencia es mayor, el método es sensible a dicha variable.™

(XA —Xa) > V2 * Sdi

En el Cuadro 8 de los anexos se puede observar la propuesta de disefio experimental para la

evaluacién de la robustez del método.

3.4 Muestreo

Los planes de muestreo se establecieron a partir del tamafio de los lotes producidos. En este
caso, el tamafio de los lotes era variable y dependia de la solicitud del cliente ya que se trataba
de formulaciones especificas. La capacidad maxima de la planta es de 1400 kg y la minima
500 kg por lote, mientras que las bolsas de producto terminado son de 25 kg. Por lo anterior,
los lotes se encuentran en el intervalo de 20-56 bolsas. Tomando en consideracion las
directrices generales sobre muestreo (CAC /GL50-2004) del CODEX alimenticio,”>? se
establecid el muestreo mas estricto sugerido, es decir, el del tamafio de lote mayor, en este
caso, dicho documento recomienda el muestreo de 5 unidades por lote. Haciendo uso de la
metodologia validada, se realizaron andlisis a 13 lotes de producto terminado producidos
entre febrero y abril del afio 2021, analizando tanto zinc como manganeso para un total de
130 muestras analizadas. Este nimero de muestras se definié con base a la proyeccion de

produccion que manejaba la empresa para los meses de febrero y marzo, la cual era de 500
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unidades. Se hizo uso de dicha aproximacion, tomando en cuenta que la tolerancia de calidad
establecida por la empresa y utilizada en este proyecto es de un 10% y procurando mantener

un nivel de confianza del 99 %.

Se llegd a la conclusion de que el tamafio de muestra ideal es de 126 unidades, nimero que
finalmente se redonded hacia la decena superior con el fin de brindar ain mas robustez a los
datos recolectados. Cabe resaltar que se mantuvo este nimero de muestras alto como parte
del compromiso al control de la calidad inherente al proyecto, ya que, si se reduce el nivel de
confianza a un 95%, (valor comdnmente utilizado y confiable para la mayoria de las

ocasiones) el tamafio de muestra se reduce hasta 81 unidades.”

3.5 Analisis de datos

Se realizd un analisis estadistico de los datos aportados por el sistema de calidad de la
empresa, lo cuales corresponden a muestras de producto terminado equivalentes al 3% de los

lotes producidos para ventas en Costa Rica, las muestras comprenden el periodo 2018-2019.

Inicialmente se realiz6 un andlisis exploratorio de datos para determinar la normalidad y otros
estadisticos descriptivos para el desempefio del proceso, entendiéndose esta variable como la
relacion porcentual de la concentracion obtenida y la concentracién formulada para un lote
de producto, el analisis fue realizado para el conjunto total de los datos suministrados, asi

como diferenciados de acuerdo con el tipo de metal y matriz de producto.

Para complementar la interpretacion de los datos generados, se aplicaron pruebas de
estadistica inferencial no paramétrica analogos al analisis de varianza, con el objetivo de
determinar si existe diferencia entre el desempefio a causa de algunos factores del proceso
(metal, matriz, tamafio del lote); ademas se realizaron analisis de regresion lineal para
determinar el grado de asociacion entre la variable desempefio y el tamafio del lote de

produccion.

Finalmente, se aplicaron herramientas de control estadistico de proceso (graficos de control
y determinacion de capacidad de proceso) como insumo para el analisis del control de

calidad.
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3.6 Control estadistico de proceso

El control estadistico de proceso (CEP) refiere a la aplicacion de técnicas estadisticas para
determinar si un proceso productivo concuerda con los parametros establecidos para el
producto y a la vez monitorear el desempefio de este. Una de las principales herramientas
utilizadas para el CEP son los graficos de control, ya que brindan mucha informacion de
manera resumida y permiten detectar productos defectuosos, o inclusive notar la incidencia
de una modificacion en el proceso que conllevara una desviacion del valor ideal del producto.
El CEP es muy util para cimentar la toma de decisiones sobre el proceso y comunicar las
medidas a la gerencia, ya que no se basa en un criterio arbitrario, sino que se basa en

estadistica y en estudio de procesos.’

3.7 Informe a la empresa

Se brind6 un informe a la empresa donde se resumen los resultados obtenidos durante el
proyecto, el cual incluye: el informe de la validacién realizada, el andlisis del
comportamiento de los lotes, insumos para el control de calidad, limites de desempefio de
proceso y graficos de variacion. Finalmente, se incluyé un analisis de porcentaje de
cumplimiento y de aceptacion de los criterios internos de calidad para las premezclas una vez

implementadas las sugerencias y herramientas de calidad.

CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1 Analisis retrospectivo
Al tratarse de datos recolectados de manera anterior al proyecto, a la totalidad de esta seccién
se le referird como “analisis retrospectivo”, se evalud la normalidad del conjunto de datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, encontrando que los datos de desempefio total, asi como
todos los subgrupos analizados (a excepcion de los de la categoria “otras especies”) presentan
una distribucion no normal (p<0.05). Con lo anterior se identifico que los datos no satisfacen
las condiciones del Teorema del Limite Central, sugiriendo la posibilidad de un sesgo

importante en el desempefio del proceso.”
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Se analizaron 109 muestras, enfocandose en los pardmetros de cantidad de carga y
desempefio del proceso. Los lotes suelen ser producidos en cargas especificas, como lo son
500 kg, 1000 kg y 1400 kg. Por esta razon se tomd la decision de seccionar los datos de
tamafio del lote en dos grupos, carga baja para los menores a 1000 kg y carga alta para los

superiores o iguales a dicho valor.

A través de una prueba de permutacién se determind que no existe diferencia
estadisticamente significativa (F = 1.83, p > 0.05) entre el desempefio y el tamafio del lote.
Adicional a esto se generd un modelo de regresion lineal para determinar la correlacion entre
el desempefio y cantidad de carga de los lotes, no obstante, los resultados indicaron que no
existe correlacion significativa entre estas variables (p > 0.05 rZ,= -0.0008038). Finalmente
se probd la hipotesis de que exista relacion entre la cantidad de carga y el cumplimento, esto
mediante una permutacién, sin embargo, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa (F= 1.01, p > 0.05).

Por su parte, para el desempefio, se obtiene una media de 103.8 %, con una desviacion
estandar de 20.7. Esto muestra indicios positivos ya que el valor promedio de desempefio

para el proceso se encuentra bastante cerca del valor objetivo, que debe ser 100%.
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Figura 1. Distribucion de los datos de desempefio con respecto a los factores metal y carga.

En lafigura 1, se observa el comportamiento de los datos por cada metal analizado y cantidad
de carga; se encontré6 un comportamiento similar al conjunto total de datos. En cuanto a
desempefio, la media y desviacion estandar para cada metal, siendo 101.7 % (DE=15.6) para
manganeso y 105.0 % (DE=23.3) para zinc. La media y desviacion del manganeso se
encuentran centrados alrededor de los valores establecidos por la compafiia (100 £ 10 %), sin
embargo, en el caso de zinc la variacion es mayor y por ende se puede sugerir que mas valores
de este metal excederan el limite de control antes mencionado. Con la finalidad de comprobar
si esta diferencia se pueda deber a la interaccion entre el metal y el desempefio se probd
mediante una permutacion y no se encontré relacion estadisticamente significativa (F= 0.69,

p > 0.05) entre estas variables.
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Figura 2. Dispersion de la variable desempefio con respecto al factor categoria.

Con el objetivo de analizar la influencia de otros factores de produccidon sobre el desempefio,
se procedio a realizar el andlisis de los datos de acuerdo con las diferentes categorias
(matrices) de alimento que produce la empresa, agrupando cuatro grandes categorias: Aves,
Bovino, Porcino y Otras especies; donde “otras especies” engloba los productos para peces,
perros, gatos, equinos y otros. La media para Aves y Porcinos se encuentran cerca del 100 %
de desempefio, con medias de 101.2 %y 103.1% %, respectivamente, y desviaciones estandar
de 15.8 y 18.6. Sin embargo, la media y desviacion del desempefio de la categoria Bovino es
mas alta con 111.8 % y 30.9 de desviacion, sugiriendo que esta matriz cuenta con mas
variabilidad, siendo un hallazgo de interés para realizar un posterior andlisis exhaustivo de
las posibles causas de este fendmeno, ya que podria indicar una sobredosificacion en la
formulacién, lo cual es una potencial fuente de pérdida econdmica para la compafia. La
prueba inferencial indica que no existe diferencia estadisticamente significativa (F= 1.83, p

> 0.05) para la media del desempefio de acuerdo con cada tipo de producto.

Del analisis anterior, se infiere que actualmente existe una cantidad importante de muestras

gue no presentan cumplimiento de acuerdo con la variacion del proceso maxima establecida
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por la empresa, en la figura 3, se muestra el resumen de los datos para el cumplimiento de

acuerdo con el metal y la matriz de producto.

A) B
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Figura 3. Comparacion del cumplimiento de las muestras estudiadas en relacion con los
limites maximos establecidos de la empresa. (A. Cumplimiento por metal, B. Cumplimiento
por matriz)

En la Figura 3 se observa que, para el conjunto de 109 muestras, 70 cumplen con los limites
establecidos por la empresa (64.2 %) y 39 no cumplen con esta métrica (35.8 %). Existe un
alto grado de no cumplimiento en las muestras, tomando en cuenta la produccion anual

aproximada de 3600 lotes, alrededor 1288 productos no cumplirian con esta especificacion.

El andlisis descriptivo para el desempefio del proceso de acuerdo con el limite establecido
por la empresa (x 10 %) muestra que, a pesar de que los datos se distribuyen cerca del 100
% de desempefio, existe una amplia variabilidad en los mismos, lo que implica que un nimero
importante de los valores individuales superan el limite anteriormente mencionado, esto
explica el alto porcentaje de incumplimiento, que en este caso asciende al 35.8 % de las
muestras, por lo que se sospecha que la principal oportunidad de mejora del proceso no se
encuentra relacionada con el valor nominal de los metales presentes en productos formulados,

sino, se encuentra mas orientada a reducir la variabilidad en la produccion.
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El analisis para cada metal (Figura 3A), muestra que la proporcion de incumplimiento para
cada uno es muy similar, siendo de 3.4 de cada 10 casos para manganeso y de 3.8 por cada
10 casos para zinc. Tendencia que se puede deber a que parte de los productos alimenticios
se formulan con ambos metales, debido a la importancia nutricional mencionada.
Adicionalmente, sugiere que puede solucionarse de manera conjunta indiferentemente del

metal es cuestion.

En el caso de la matriz de muestra (Figura 3B), el incumplimiento oscila desde 2.8 por cada
10 casos para porcino, hasta 4.3 por cada 10 casos para otras especies, con valores
intermedios de 3.8 de cada 10 casos para aves y 4.0 de cada 10 casos para bovinos. Cabe
recordar que al evaluar la entre la matriz y el desempefio, no se encontrd la relacion
estadisticamente significativa, por lo que se podria inferir que no existe tampoco relacion de

este factor y el cumplimiento ya que son parametros directamente relacionados.

De acuerdo con el analisis de datos realizado y la generacion de los modelos de regresion
para el desempefio con respecto a las variables carga y metal, no se observaron efectos
sistematicos que sugieran un sesgo atribuible a alguna de las causas en estudio, caso en el
cual las desviaciones mencionadas serian corregibles mediante el planteamiento de un factor
de correccion. El andlisis de datos sugiere que los efectos aleatorios derivados de la
variabilidad inherente del proceso son los responsables del alto porcentaje de
incumplimiento. Por lo expuesto, este trabajo pretende brindar un enfoque de calidad que
funcione como insumo para el mejoramiento del proceso productivo y permita mantener bajo
control estadistico la variabilidad del proceso, evitando que la misma se convierta en una
causa de incumplimiento. Por su parte las herramientas de control estadistico de proceso que
se expondran mas adelante buscan generar un analisis que facilite la interpretacion de datos,
de manera que, funcione como base para lograr un proceso productivo mas estable y robusto,

el cual permita cumplir con los altos estandares que requiere el mercado.

4.1.1 Aplicacion de control estadistico a los datos retrospectivos
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Figura 4. Graficos de control de proceso (A. Datos totales, B. Por metal, C. Por tipo de
producto)

En la Figura 4A, se puede observar los datos del proceso con sus respectivos limites,
calculados a partir de la desviacion estdndar del proceso, se puede observar que la
variabilidad propia del mismo hace que estos limites sean méas amplios que los establecidos
por la empresa, por ende, es de esperarse que con los limites de especificacion actuales exista
un alto grado de no cumplimiento. Con los limites de control del proceso establecidos a 3 ¢
(linea verde oscura), 5 puntos excederian los limites de control, lo que significaria que el 4.59
% del total de muestras, esto se contrapone a lo que sugiere la teoria estadistica sobre un

proceso bajo control estadistico, ya que con este tipo de limites es aceptable solamente un
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1% de incumplimiento. En el grafico también se muestran los limites de alerta (verde claro),
los cuales le permitirian a la empresa tomar medidas preventivas antes de que un lote de

producto incumpla los limites de control.

en la Figura 4A se observan otras evidencias que demuestran que el proceso no se encuentra
en control estadistico, como la presencia de muestras cerca del limite (muestras 20, 90) y la
distribucion de los puntos, la cual no es simétrica alrededor de la linea de tendencia central,
la mayoria de los puntos se encuentran debajo de esta linea (muestras 70-80 y 90-105); segun
las tendencias exhibidas por el conjunto de datos se sospecha que los valores extremos estan

sesgando el valor de la media.”

En la Figura 4B se puede observar un fendémeno que llama la atencion, al comparar las
graficas de desempefio para cada metal, ya que se observa que tal y como sugirieron los
resultados de la estadistica descriptiva, el manganeso tiene una mayor variabilidad, ya que
los datos se distribuyen mas separados de la linea de tendencia central, sin embargo al
contrario de lo esperado, el manganeso cuenta con limites mas estrechos que el zinc, esto
porque aungue el zinc cuenta con menor variabilidad en la mayoria de datos, tiene una mayor
cantidad de valores extremos lo que resulta en un aumento de la desviacién estandar. En
general se observa un comportamiento similar a los del total de datos, donde muchos puntos
se encuentran por debajo de la tendencia central. En este punto, al tratarse de una desviacion
unidireccional, puede ponerse en duda el origen de este sesgo en los datos, si realmente se
trata de un efecto inherente de la produccion o es el reflejo de un método analitico con bajas
recuperaciones. Es por esto por lo que, una parte fundamental del ciclo de vida de cualquier
metodologia analitica, especialmente en aquellas que son ajustadas para un fin especifico con
parametros distintos a los listados por un ente especializado, es su debida validacion, de

manera que se brinde confianza en las cuantificaciones realizadas con el mismo.®

Finalmente, en la Figura 4C se evidencia la tendencia respecto a la matriz “bovino” que
exhibe la mayor variabilidad y los limites mas amplios, mientras que las otras tres matrices
cuentan con limites inclusive mas cerrados que los del conjunto total de datos, por lo que se
puede decir que la matriz bovina posee una contribucion importante al aumento de los limites

del proceso, introduciendo alta variabilidad en los datos.
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En general,se observa la presencia de valores extremos que sesgan los datos, aumentan la
varianza y por ende ensanchan los limites de control y alerta en los graficos. Se podria
explorar la posibilidad de que la causalidad no se relacione directamente con la materia prima
utilizada, sino con el método utilizado por los operarios, falta de estandarizacion del equipo
utilizado para la formulacién del producto o inclusive el método analitico utilizado para su

cuantificacion.

LSL UsL |

Numero de casos

‘l 1 I ‘ | | -—-[ Capability Data }--—-
Cp:0.23

Cpk: 0.15
100 200 300
Desempefio

Figura 5. Andlisis de capacidad para el proceso.

Las herramientas de control estadistico, como las expuestas anteriormente, son muy Utiles
para evaluar si el proceso productivo se encuentra dentro de control y mantenerlo de esta
manera, no obstante, el hecho de que un proceso se catalogue como dentro de control no
significa que pueda generar en todos los casos, productos dentro de las especificaciones de
disefio. La manera de verificar que un proceso sea capaz de generar productos dentro de
acotamientos de calidad especificos es utilizar indicadores de capacidad de proceso como el
Cp o Cpk’, realizar el analisis de capacidad es una buena aproximacion a la realidad y una

herramienta para caracterizar el proceso.”
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En la Figura 5 se observa el analisis de capacidad del proceso, el valor Cp muestra la
capacidad potencial mientras que el Cpk muestra la capacidad real. Esto refiere a que el Cp
se calcula en funcién Unicamente de la variacién dentro del subgrupo, si el proceso
productivo cuenta con poca variacion, el valor de Cp va a ser aceptable, sin importar que tan
alejados estan estos productos del valor de especificacidn esperado. Por su parte el Cpk toma
en cuenta donde se ubica la produccion con respecto a los limites de especificacion y por esto
se dice que es un indice a largo plazo o que toma en cuenta la variable tiempo. En el caso que
la produccion se encuentre centrada en el valor meta el Cp y Cpk deberia tener el mismo

valor.”

El valor de Cp es de 0.23, un valor para este parametro menor ,a 0.69 significa que el proceso
productivo se considera no apto para producir dentro de los limites establecidos, y es
necesario realizar modificaciones con la finalidad de adaptarlo a lo requerido. El valor Cpk
de 0.15, la teoria indica que un valor entre 0 y 1 indica que la media del proceso esta dentro
de especificaciones, sin embargo, el proceso estd produciendo articulos fuera de
especificaciones, lo cual se refleja en la cantidad de valores extremos. Como punto de
comparacion muchas empresas suelen utilizar 1.33 como referencia de estabilidad, por
debajo de este valor se buscar realizar mejoras al proceso.®’ La diferencia entre los valores
de Cp y Cpk es de 0.08, valor cercano a 0, lo que da indicios de que el proceso se encuentra

centrado en el valor objetivo, pero cuenta con una alta variabilidad.

Finalmente, es importante mencionar que seria provechoso para la empresa aumentar el
numero de productos muestreados, ya que actualmente se toma el 1% de la produccion, lo
cual corresponde a un muestreo con un nivel de confianza del 68%, lo cual puede no describir
el proceso de manera fidedigna, por lo que se podria recomendar aumentar el muestreo a un
4.3% para un 80% de confianza o al 9.7 % para tener un 95% de confianza.” La distribucion
observada en el conjunto de datos, sugiere que la causa de la no normalidad es la presencia
importante de datos anomalos. Para valorar esta hipétesis, se procedera con el andlisis
estadistico eliminando los valores extremos con el fin de validar el posible sesgo por causa

de dichos datos.
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4.1.2 Desemperio eliminado valores atipicos

Los valores atipicos se encuentran frecuentemente durante la fase de recopilacion de datos
de los estudios de observacion o experimentales. Los valores atipicos, refieren a los valores
extremos que se encuentran anormalmente fuera de la pauta general de una distribucién de
variables. Los valores atipicos contenidos en los datos de la muestra introducen un sesgo en
las estimaciones estadisticas, como la media, lo que da lugar a valores resultantes

subestimados o sobreestimados.®!

Se utilizan diferentes métodos para identificar los valores atipicos, entre ellos, la distancia de
Mahalanobis, analisis de componentes principales, las proyecciones, los métodos adaptables,
entre otros. Algunos de estos métodos utilizan la media y la desviacién estandar como base,
estos no se consideran apropiados, ya que son estadisticos sensibles a la presencia de valores
atipicos.® Por ende, se eligié un método que utiliza la mediana y el rango intercuartilico
como base, ya que es menos sensible a los valores atipicos. Ademas, con este tipo de métodos
permiten utilizar gréficos de caja para identificar los valores atipicos. En este método, se
establecen los limites superiores e inferiores como 1.5 veces el rango intercuartilico sobre y

bajo el tercer y primer cuartil, respectivamente.®

El tratamiento estadistico identifico que el 10 % de los datos como atipicos, valor alarmante,
por lo que se convierte en una necesidad tomar acciones para reducir esta tendencia. Al
descartar los valores extremos, la media del conjunto de datos es de 100,2 % con una
desviacion estandar de 9.0. De esta manera se nota que los datos se centran en el 100 % de
desempefio y se reduce significativamente la variacion original (DE = 20.7). Con los valores
atipicos eliminados se procedio a generar nuevamente los graficos de control y el andlisis de

capacidad.
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Figura 6. Gréaficos de control de proceso sin atipicos (A. Datos totales, B. Por metal).

En la Figura 6, se puede observar que los limites de control son mucho mas estrechos sin
datos que los sesguen, para el conjunto total de datos se obtuvo una reduccién en los limites
de aproximadamente 25% con respecto al valor central. Ya que paso de un * 40 % hasta un
+ 15%, siendo a su vez estos nuevos limites cercanos a los limites de especificacion
establecidos por la empresa. Si bien es cierto el grafico no presenta tendencias superiores o
inferiores, parece existir una tendencia ascendente cada 25 casos, por lo que puede llegar a
ser interesante analizar el desempefio en el tiempo o inclusive la distribucién dentro de los

lotes.
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En relacion con la capacidad de proceso, en la Figura 7 se puede observar que, al eliminar
los datos atipicos, el conjunto de datos se ajusta mejor a una distribucién normal, lo cual se
comprueba por la cercania del valor de Cp y Cpk. En el caso de la Figura 7A, se observa el
histograma de capacidad con los limites establecidos en £10% y con solo eliminar estos
valores extremos se logra mejorar el Cp de 0.23 (< 0.67) hasta 0.7 (0.67 < Cp < 1) lo cual
significa que, aunque el proceso sigue sin ser apto para trabajar dentro de los limites
establecidos, en lugar de necesitar modificaciones serias, un analisis del proceso, que permita
dar seguimiento a las buenas practicas de operacion y trazabilidad podria ser suficiente para
mejorarlo. Por otra parte, al analizar el caso B en el cual los limites de proceso se amplian a
+15%, el Cp mejora alin mas, hasta 1.06 (1< Cp <1.33); donde ya el proceso productivo se
puede considerar apto para trabajar dentro de los limites, sin embargo, se recomienda un
control estricto debido a su cercania al valor de 1, por lo que el proceso podria salirse de

control si se producen valores atipicos.

4.2 Validacion
Segun lo indicado por la guia para validacion de métodos del ECA®® y la guia de validacion
y temas relacionados de la Eurachem® el método seleccionado se clasifica como normalizado
modificado, por lo que se procedio a realizar una validacion del método mediante los

pardmetros establecidos en el Cuadro 5.
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A continuacion, se discuten los resultados de la evaluacion de cada uno de estos parametros:

4.2.1 Robustez:

La robustez del método se comprobo ejecutando el disefio experimental de Yoden — Steiner
propuesto en la seccién 3.3, por este medio se obtuvieron promedios por factores y se evallo
la influencia de cada una de condiciones de variabilidad en el resultado obtenido. Los siete

factores escogidos y sus respectivas variaciones se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Factores criticos identificados y variaciones aplicadas para evaluacion de

robustez.
] Variaciones
Factor Escogido
A B
] Homogenizar en un molino de Homogenizar agitando
Procesamiento de la muestra ) )
cuchillas durante 2 minutos manualmente
Volumen de &cido nitrico
o L 10 mL 5SmL
adicionado para la digestion
Sustancia coayudante 2 mL de HCI 2 mL H20; al 30 %.
Eliminacion del coayudante 2 mL de HCI No se adiciona nada
Calidad del agua tipo | tipo 11
Cantidad de muestra 059¢ 0.25¢
Enfriamiento posterior a la ) . )
20 min Transvase inmediato

digestion

Después de la evaluacion de resultados, se concluye que el método es robusto ya que ninguna
de las siete variables evaluadas presenta sensibilidad a cambios. Lo que supera el parametro
de aceptacion inicial propuesto de que al menos el 80 % de los factores fueran no sensibles.
Todos los datos obtenidos del disefio experimental de Yoden — Steiner, como su debido
andlisis pueden ser consultados en el informe de validacion. (anexo 14). Estos resultados de
robustez son similares a los resultados reportados por otros autores para métodos de

absorcion atomica.®* 8
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El disefio factorial de Youden implica identificar variables que podrian tener efectos
significativos en el resultado del analisis y realizar cambios en el método propuesto para

finalmente analizar el efecto en el desempefio,86:87:8889

Cabe hacer la salvedad que los factores ademas de ser seleccionados debido a que son pasos
cruciales del analisis, la mayoria estos estan relacionados a las pequefias diferencias entre el
método normalizado expuesto en la Official Methods of Analysis seccion 999.10 (Plomo,
cadmio, zinc, cobre y hierro en alimentos mediante espectrofotometria de absorcion atdmica
luego de digestion por microondas)®! y el método modificado adaptado por el laboratorio. De
esta manera, se logran dos objetivos al mismo tiempo, ya que se comprueba que el método
se puede considerar como robusto y adicionalmente podriamos afirmar que una vez revisadas
a detalle estas diferencias y obteniendo que el método no es sensible a ninguno de los cambios

realizados, los resultados obtenidos por ambos meétodos son equivalentes.

4.2.2 Linealidad y ambito de trabajo
La linealidad del metodo se evalud preparando curvas de calibracion en un ambito de
concentracion de 0 a 1.983 mg Mn /L y 0 a 1.209 mg Zn /L a partir de la cuales se

establecieron modelos de regresién lineal para cada uno de los metales.

A Regresién lineal Zn B Regresién lineal Mn
Pendiente = 0.2058 r*2= 0.9968 Pendiente = 0.06183 r*2= 0.9967

0.20 0.10

0.05

Absorbancia (UA)
oS
S
=

0.00 0.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.26 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
Concentracién (mg/L) Concentracién (mg/L)

Figura 8. Regresiones lineales para Zinc y Manganeso.

Segun la figura 8, se verifico la significancia de la regresion lineal mediante el coeficiente de
determinacion de Pearson, el cual indica dependencias lineales entre dos variables, conforme

mas significativa es la correlacion de las variables mas cercano se tornara el valor del
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coeficiente de Pearson al valor absoluto de uno. Esta verificacion fue satisfactoria para ambos
metales obteniendo valores cercanos a uno (0.9967 para Mn y 0.9968 para Zn), lo que indica
una correlacion positiva.® El coeficiente de Peason por si solo no es suficiente para evaluar
la validez del modelo de regresion lineal por lo que otro aspecto fundamental lo constituye
el anélisis de la cedasticidad, donde se exploran los datos del modelo en bdsqueda de
evidencia de homocedasticidad, es decir, que las varianzas de los datos sean iguales a lo largo
de la linea de regresion.® Esto se puede comprobar haciendo uso de pruebas como la de
Levene o la Bartlett, las cuales mostraron que existe una homogeneidad de varianza en las
variables respuestas que componen el modelo de regresion lineal (p > 0.05). El siguiente
punto para evaluar la linealidad de las regresiones es la sumatoria de los residuales, valor que
segun la literatura debe ser cercano a cero para comprobar la linealidad de una regresion®,
en este caso se obtuvieron valores en magnitudes de 108 para ambos metales, lo cual puede
considerarse cercano a cero. La literatura estadistica también indica que estos residuales
deben comportase de manera normal, lo cual se comprobd mediante una prueba de
normalidad y se obtuvo un valor p mayor a 0.05. Lo cual, en conjunto con los datos obtenidos
para coeficiente de Pearson, la comprobacion de homocedasticidad y la sumatoria de
residuales cercano a cero, comprueban la linealidad de los modelos de regresion generados a
partir de las curvas de calibracion segun lo expuesto en la literatura por autores como Miller
y Miller %29

4.2.3 Limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) para el analisis se determinaron mediante
el método de error estandar del intercepto, conocido también como método de Miller y
Miller, el cual ademas de ser bastante recomendado por literatura analitica, es utilizado con
frecuencia en las validaciones debido a la simplicidad de sus ecuaciones y a que permite
aislar de manera eficiente las sefiales del ruido que pueda generar el equipo.®?% Hay que
mencionar que debido a la naturaleza de la espectrometria de absorcién atomica la
determinacion de los limites debe realizarse de manera experimental, el método de Miller y
Miller busca realizar una correccion del ruido de fondo haciendo uso de las siguientes

ecuaciones.®*

LD = 3.3 (Ecuacién 1.)
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LD = 10— (Ecuacion 2.)
Donde:
o = desviacion estandar de la regresion
m = pendiente de la curva de calibracion

Segun la guia para validacion de métodos de la Organizacion Panamericana de la Salud y el
Ministerio de Salud y como se ve reflejado en las formulas, se busca establecer una relacion
1:3 y 1:10 para el LD y LC respectivamente.®® Para las regresiones preparadas para
manganeso Yy zinc se obtuvieron los siguientes limites de deteccion y cuantificacion.

Cuadro 8. Limites de deteccidon y cuantificacion para curvas de calibracion de zinc y
manganeso.

Primer patrén de

LD LC la regresion
lineal
Curva (mg/L) 0.048 0.145 0.397
Mn
Matriz (mg/Kg) 48 145 397
5 Curva (mg/L) 0.029 0.087 0.242
n
Matriz (mg/Kg) 29 87 242

Existen distintos métodos para determinar los limites de deteccion y cuantificacion de un
método, el elegido en este caso, se denomina error estandar y toma en cuenta el
comportamiento de todos los puntos la regresion lineal de manera integral por lo que se
establecio como parametro de aceptacion que los limites se encuentren por debajo de la
concentracion establecida para el primer punto de la curva. Dicho criterio es cumplido por
ambas regresiones segun se puede observar en el cuadro 8.% Con la obtencion del limite de
cuantificacion en matriz y la conformidad de la linealidad en el &mbito de trabajo, se obtiene
un ambito de trabajo lineal en matriz de 0,145 mg Mn/L — 1,983 mg Mn/L y 0,087 mg Zn/L
—1,209 mg Zn/L.
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4.2.4 Recuperacion, veracidad y especificidad

Se prepararon dos tipos de controles distintos: los controles instrumentales y de proceso, con
la finalidad de verificar la recuperacion. , los controles instrumentales fueron preparados
utilizando cristaleria calibrada a partir de material de referencia certificado (MRC). Los
controles de proceso se prepararon a partir sales que contuvieran el analito de interés, sulfato
de manganeso monohidratado con una pureza del 99.9 % para el manganeso y sulfato de zinc
pentahidratado con una pureza del 99.5 % para el zinc. De estas sales mencionadas, se pes6
una cantidad conocida (cercana a 0.25 g) y se les aplico el mismo tratamiento que a una
muestra. Finalmente, los controles de matriz enriquecida refieren a muestras reales a las

cuales se les realizd una adicion estandar de MRC.

Todo esto con el fin de evaluar la recuperacion del analito mediante el método validado. El
criterio de aceptacion para estos controles es oscilar entre 90 y 110 %, parametro establecido
tomando en cuenta las concentraciones usuales en mg/kg que presentan las muestras y lo

sugerido por el CODEX alimenticio.®’
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Figura 9. Distribucion de los controles instrumentales y de proceso
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En la figura 10 se puede apreciar que todos los porcentajes de recuperacién, maximos y
minimos obtenidos se encuentran dentro de rango de aceptacion, por lo que se puede asegurar

que todos los controles registrados se consideran aceptables.

La veracidad usualmente refiere a la proximidad entre el valor “real” y el valor obtenido por
el método validado, esto se puede evaluar por distintos medios, lo usual es adquirir material
de referencia certificado atinente a la matriz de interés. En este caso, no fue posible acceder
a un MRC, por lo que se siguid lo reportado en otros estudios de validacion de métodos de
ensayo, como los de Cafiez Carrazco, Rodriguez S.C. et al, Rodriguez, et al y guias de entes
como CENAM y IUPAC 9798910101 que han utilizado el porcentaje de recuperacion mediante
las adiciones estandar como un método alterno para la validacion de la veracidad. Tomando
en consideracion que para este estudio se evaluaron 44 controles de recuperacion para ambos
analitos, en dias y muestras distintas, se puede sugerir que los valores obtenidos proporcionan

un nivel adecuado de representatividad para el parametro de desempefio en cuestion.

Con la finalidad de evaluar la veracidad y especificidad se prepararon muestras de matriz
enriquecida, que refieren a juegos de tres repeticiones, de las cuales dos se analizaron como
muestra y a una se le realizé una adicion estandar, finalmente se cuantificé la recuperacion
de este analito adicionado, restando a la tercera muestra el promedio obtenido por las
primeras dos. El procedimiento descrito anteriormente, no solo permite evaluar la veracidad
del método sino también la especificidad, ya que este parametro busca probar que no existen
sefiales parasitas o interferencias enmascarantes en el método de cuantificacion que puedan
interferir en la sefial del analito. Tal como recomienda la guia de validacion de método
analiticos®® cuando la composicion de la muestra es variable en términos de composicion
(e.g., productos de origen natural o biol6gico) se deben realizar pruebas de selectividad con

muestras independientes de fuentes distintas.

Para este estudio se tomaron ocho muestras que cumplieran con lo indicado anteriormente y
se utilizé como criterio de aceptacion el mismo rango establecido para recuperacion. Como
se puede observar en la figura 10, los resultados para las pruebas de recuperacion realizadas
para probar la veracidad y la especificidad son satisfactorias, ya que las recuperaciones se
encuentran dentro de los valores establecidos, tanto de manera individual como en su

promedio, con lo que se descarta que exista alguna sefial que interfiera con la cuantificacion
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del analito proveniente de la composicién de las muestras. Lo descrito en este estudio
coincide con lo reportado por la IUPAC (2001) y Compaiid-Rios(2002) como una buena
especificidad para un método, 102103

Maximo de recuperacién aceptable

110
105

100

Recuperacion (%)

95

90

Minimo de recuperacion aceptable

85

Manganeso Zinc

Figura 10. Distribucion de los controles de matriz enriquecida.

4.2.5 Precision (repetibilidad y precision intermedia)

4.25.1 Repetibilidad

Con la finalidad de validar la repetibilidad de los analistas para un método, se recomienda
analizar de tres a seis muestras®®1941% en las mismas condiciones experimentales, el mismo
dia, por el mismo analista, con los mismos reactivos, el mismo equipo, y los mismos
parametros en un intervalo corto de tiempo. Para este estudio se analiz6 una muestra por
quintuplicado con contenido tanto manganeso como zinc y fue probado por tres analistas
independientes de manera paralela para asegurar la uniformidad en las condiciones

ambientales y se obtuvieron los resultados expresados en la figura 12.
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Figura 11. Dispersion de los quintuplicados de los analistas para pruebas de repetibilidad.

A partir de los resultados experimentales de los diferentes analistas se calculo el promedio y
la desviacion estandar de cada uno, para cada metal y se procedio a evaluar el porcentaje de
coeficiente de variacion. Se tomd como criterio de aceptaciéon maximo 8% de CV, el cual se
establecio con respecto a la ecuacion de Horwitz tal como recomienda el CODEX para
concentraciones de partes por millon. Otros autores han utilizado valores similares, como en
los estudios de Rodriguez et al®® o Alvarado et al® y, de forma especialmente relevante,
Pérez y Alvarado® que trata de una cuantificacion mediante absorcion atdmica de metales
como zinc, hierro y cobre, por lo que presenta una alta afinidad con este proyecto. Tomando
en cuenta este criterio de aceptacion, en la figura 12 se observa que los tres analistas presentan
resultados satisfactorios para ambos metales y que los coeficientes de variacion para

manganeso son, en general, menores que los de zinc. (p < 0.05)

4.25.2 Precision intermedia
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El pardmetro de precision intermedia permite estudiar la variabilidad de un método en
condiciones operativas distintas, especificamente en este estudio se evalud el parametro
analistas, ya que se mantuvo constante la muestra, el equipo y el lapso. Para comprobar la
precision intermedia de los analistas se utilizd la prueba de Levene, que evalla la
homogeneidad de varianza para dos o mas grupos de datos.” El principal supuesto para
confiar en los resultados de la prueba de Levene es la normalidad de los conjuntos de datos,
por lo que se comprobd primeramente la normalidad de los conjuntos de datos de cada
analista utilizando una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, el resultado de esto se puede
observar en el anexo 14, donde se puede afirmar que las varianzas de los tres analistas se
comportan de manera normal y luego se aplico la prueba de Levene la que confirma que no
existe diferencia estadisticamente significativa en las varianzas de los analistas, por lo que
siempre que se mantengan las condiciones analiticas, para la cuantificacion de manganeso o
zinc el procedimiento se puede llevar a cabo con distintos analistas y obtener resultados

igualmente validos.1%

4.2.6 Efecto Matriz

Este parametro permite evaluar si existe interferencia por parte de la matriz analizada, en este
caso, preparados de alimento animal, matriz de composicién compleja sobre la cual no
existen estudios especificos de validacion, por lo que es fundamental comprobar que no
existe algun efecto que vaya en detrimento de la cuantificacion ya sea de manera positiva o

negativa.
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Figura 12. Comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion.

En la figura 13 se comparan las pendientes de las curvas de calibracion preparadas de manera
regular y las curvas preparadas mediante adicion estdndar sobre la matriz de alimento
formulado, para manganeso se obtuvo una pendiente promedio en agua de 0.05646 (n=5) y
0.05650 (n=5) en matriz. Por su parte para Zinc 0.1838 (n= 3) para curvas en agua y 0.1860
(n= 3) para curvas en matriz. A los grupos de pendientes se les evalu6 la normalidad y la
homogeneidad de varianza con las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente.
Adicional a la prueba gréfica expuesta se prueba la ausencia de un efecto por parte de la
matriz tanto para manganeso como para zinc mediante una prueba T, en la cual la hipétesis
nula es que la diferencia entre las medias es igual a cero. (p > 0.05) La metodologia y los
resultados presentados concuerdan con lo expuesto en guias mencionadas anteriormente y
textos como el de Bader, M .1

4.3 Andlisis de datos obtenidos mediante el método validado
Anélogo a lo explicado en la seccion 4.1 se prob6 la normalidad de los subconjuntos de datos
utilizando la prueba de Shapiro-Wilk, comprobando que todos se comportan de manera no

normal (p < 0.05) lo que muestra una concordancia entre los datos retrospectivos y las
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muestras analizadas. A su vez, esto muestra la necesidad de utilizar pruebas no paramétricas,

también denominadas pruebas de distribucion libre.11°

102.8 : N =130
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o

Frecuecia

70 90 110 130
Desempeiio (%)

Figura 13. Distribucion de muestras analizadas mediante el método validado.

En la figura 14 se plasma la distribucion de los datos obtenidos a partir de las muestras
analizadas con el método validado, a estas se les aplicaron permutaciones y regresiones
lineales relacionando la carga con el desempefio del lote andlogo a los realizado en la seccion
4.1 y nuevamente muestran relaciones no significativas (p > 0.05) y por consecuencia ajustes
R? bastante pobres en todos los casos. (R?> < 0.05). Tomando en cuenta la evidencia
encontrada en el analisis retrospectivo y lo sugerido por estos nuevos datos, se puede concluir

con seguridad que no existe correlacion significativa entre estas variables.

Con respecto al desempefio de la totalidad de las muestras se obtuvo una media de 102.8 %
con una desviacion estandar de 11.3 %. Al comparar estos valores con lo obtenidos en el
andlisis retrospectivo, la media es similar, sin embargo, la desviacion estandar se redujo un
de 20.7 a 11.3, lo cual sugiere que fueron efectivas las sugerencias y medidas implementadas

111

por la empresa~ y es de esperar que se redujeran la cantidad de valores atipicos y el no

cumplimiento.
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Figura 14. Distribucion del desempefio con respecto al metal para las muestras analizadas.

En cuanto al comportamiento del desempefio en la figura 15 se puede detallar que la media
y desviacion para los datos agrupados por su respectivo metal son de 102.2 (DE = 12.8)

para manganeso y 103.3 (DE = 9.7) para zinc.

Llama la atencion el caso del zinc, donde la desviacion bajé de 23.3 hasta 9.7, reduciéndose
un 58%, probando con Levene, existe diferencia significativa en la varianza del grupo de
datos retrospectivos y las muestras analizadas (p < 0.05). Las medias nuevamente se
encuentran ubicadas cercanas al 100 % y al reducir la desviacion en ambos casos, aumenta

la probabilidad de que los valores se distribuyan dentro de los limites establecidos.

En cuanto al andlisis del desempefio de las muestras agrupadas por matrices segun lo
especificado en la seccion 4.1, se observan medias cercanas al 100% con la diferencia que en
este caso se refleja una mayor homogeneidad entre muestras, por lo que, de manera analoga
a lo reflejado por el grupo completo de datos, existe una disminucion de las desviaciones en
todos los casos. Algunas reducciones tan drésticas como un 50% del valor original. La
permutacién indica que no existe diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05, F=0.67)

para la media de desempefio con respecto a la categoria de matriz.
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Figura 15. Comparacion del cumplimiento de las muestras analizadas en relacion con los
limites establecidos por la empresa. (A. Cumplimiento por metal, B. Cumplimiento por
matriz)

La figura 16 muestra la categorizacion de acuerdo con elcon cumplimiento para el conjunto
de 130 muestras, donde un 72.3 % de estas cumplen con los limites establecidos, dicho
indicador mejoré de manera significativa al compararlo con el incumplimiento reportado
para el analisis inicial, una mejora del 8.1 % en cumplimiento del proceso es un buen

indicador segin textos de gestion de la calidad.!'?

Al analizar de manera independiente el incumplimiento por metal (Figura 15A), se observa
que el mismo corresponde a un 2.9 de cada 10 casos para manganeso y 2.6 de cada 10 casos
para zinc. En cuanto al agrupado por matriz (figura 15B), para porcino y aves el
incumplimiento se mantuvo similar al reportado anteriormente, en el caso de bovinos y otras

especies se redujo 1.5y 1.8 de cada 10 casos respectivamente.

Finalmente, utilizando pruebas inferenciales se determind que no existe una diferencia
significativa de las medias de desempefio con respecto al tipo de matriz trabajada (p > 0.05).
No existe una clara tendencia de la media a estar por encima o por debajo de los valores
esperados, por lo que se generaron sugerencias para el control de calidad que permitan

mejorar constantemente el proceso productivo. %3
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4.3.1 Control estadistico de las muestras

Con base a lo observado durante el andlisis retrospectivo, antes de proceder con el analisis
estadistico se realizo el tratamiento necesario para detectar y eliminar los datos atipicos del
conjunto de datos. De esta manera, se detectaron solamente 8 datos atipicos (6%) lo cual es
un indicador positivo con respecto a la variabilidad del proceso, ya que este parametro se

redujo porcentualmente respecto al analisis retrospectivo.
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Figura 16. Gréaficos de control de proceso para las muestras analizadas sin datos atipicos (A.
Datos totales, B. Por metal)

Se generaron gréficos de control anélogos a los de la seccion 4.1.1, donde se muestran los
limites de alerta establecidos a 2 ¢ (verde claro) y los limites de control de proceso a 3 sigma
(verde oscuro). En la figura 17A y 17B se resalta la magnitud de los limites de control,
ubicados aproximadamente en 128.5 y 77.1. Al comparar los limites de la totalidad de los
datos con los mismos segregados por metal se observa que son casi idénticos, lo que indica

que tanto el promedio como la variacion de las muestras comporta de manera relativamente

47



homogénea, este agrupado por metal o no. Otro punto importante por resaltar es el
estrechamiento de los limites al compararlos con los obtenidos durante el andlisis
retrospectivo de datos (i.e., 146.5 % y 61 %), lo cual es una consecuencia directa de la
reduccion en la desviacion estandar de las muestras, lo que indica que ahora los datos se
agrupan mas cercanos a la media. Toda esta evidencia indica que en la actualidad el proceso
se ajusta mucho mejor a los limites establecidos y, gracias a los esfuerzos de la empresa
enfocados en el control de calidad, las recomendaciones realizadas en este proyecto y la
mejora continua, se logré reducir considerablemente la variacion presente en el proceso. En
contraste con lo expuesto por los datos iniciales, en la actualidad, el proceso se encuentra

bajo control estadistico. 4

No hay ninguna tendencia alarmante en los graficos de la figura 17. Se observa una
distribucion homogeénea de las muestras alrededor de la media, no se notan acumulaciones
anormales de puntos, no se observan tendencias unilaterales y, en su mayoria, las muestras
se encuentran dentro de los limites de alerta y de control, del total de 122 puntos, 7 se
localizan fuera de estos limites, valor que corresponde al 5 % vy sigue incumpliendo el

parametro de 1% esperado en una produccion a 3 c.

La distribucion por tipo de producto se omitié debido a que, ademas de no observarse ninguna
tendencia, se evidencio en el analisis inicial que cada matriz tiene una variabilidad inherente
que puede estar dada por lo minerales o la base alimenticia que incorpora la premezcla. Por
otra parte, como se comentd anteriormente, la distribucion de las muestras esta dada por la
demanda de la empresa y por ende la mayoria de las muestras esta concentrada en los
productos para aves y porcinos, mientras que bovinos y otras especies registran nimeros de

muestra de 14 y 9 casos, respectivamente.

Gréaficos como los reflejados en la figura 16 son de gran utilidad ya que permiten identificar
situaciones particulares y tomar decisiones sobre las mismas. Por ejemplo, las 7 muestras que
se encuentran fuera de los limites de control se podrian particularizar y realizar un analisis
de causa-raiz para determinar cuales fueron las variables involucradas el dia de su produccion
y por qué se encuentran fuera de especificacion. Un ejemplo ain mas especifico se puede
observar entre las muestras 21 a 25, donde se observa tanto en la figura 17A como 17B una
caida en los puntos, con 2 muestras fuera de los limites de control y los otros tres fuera de
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los limites de alerta, los datos reflejan que las cinco muestras pertenecen a un mismo lote
identificado como lote “E” producido el 9 de marzo del 2020. Por ende, podria analizarse si
ese dia existid algin cambio en el proceso productivo, el mezclado, materia prima o inclusive
personal para identificar una causa probable y establecer alguna medida preventiva para
evitar que vuelva a generarse la situacion. Ergo, un grafico de control como la figura 17 es
mas Util para caracterizar el proceso que la figura 4, ya que brinda informacion real y
particular. Su principal importancia radica en que permite mantener el proceso en control
estadistico, ya que si una muestra supera el limite de alerta se puede iniciar un proceso de
monitoreo y si llega a sobrepasar el limite de control permite tomar acciones y analisis

concretos, de manera que se subsane la situacion y se prevenga para futuras ocasiones.

En general, con base en los graficos de control se puede decir que la empresa cuenta con un
proceso controlado y que mejor6 de manera considerable durante este proyecto.
Refiriéndonos al indice de capacidad el mismo se mantiene en 0.7 segin lo mostrado en la
figura 7 esto posiblemente debido al ajuste no perfecto del modelo al tratarse de datos no
normales. Cabe mencionar que aunque 1.33 es un valor ampliamente aceptado para este
indice, en la mayoria de situaciones un Cp (y Cpk ) >1 es més que suficiente y puede
considerarse confiable siempre y cuando el proceso no cuente con repercusiones criticas,

como lo es el caso de los medicamentos o diametros de precision.

Con el comportamiento observado en las muestras y la mejora exhibida, actualmente la
empresa podria establecer como meta alcanzar el valor de 1 para su Cp requiriendo
basicamente monitoreo continuo y pequefios ajustes de ser necesario.''? Sin embargo,
siempre es importante analizar la relacion costo benéfico de la mejora y que tan critica puede

llegar a ser la posible mejora.!t®

CAPITULO VI. CONCLUCIONES

Se evidencid que el andlisis retrospectivo realizado (2018-2020) fue una herramienta de gran
utilidad, la cual permitié analizar datos en un periodo amplio de tiempo, mas de lo que pudo
haber permitido un estudio puntual. De esta manera, se caracterizd el comportamiento del

conjunto de datos como no normal y se orientd el estudio hacia la utilizacion de pruebas no
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paramétricas. Se probd que no existe evidencia que sugiera una diferencia estadisticamente
significativa en el desempefio del proceso con respecto a la carga del lote, metal o matriz; no

obstante, se observaron ligeras tendencias dentro de cada grupo particular.

El andlisis retrospectivo evidencio la existencia un grado significativo de incumplimiento
(35.8%) de los limites establecidos por la empresa (x10%). En términos generales, mas de
un tercio de la produccién se encontraba fuera de especificacion. Se propuso la alta
variabilidad del proceso como causa asignable a este fendmeno, ya que el mismo presenta
una media de 103.8%, valor cercano al 100 % objetivo, pero con una desviacion estandar
para la media de 20.8%

Se detecta la presencia de gran cantidad de valores atipicos (i.e., 10%), el tratamiento
estadistico de esto propicia un mejor ajuste del proceso a los limites de especificacion y una
mejoria en el indice de capacidad, sin embargo, al compararlo con valores tipicamente

aceptados para dicho indice, el proceso sigue sin ser 6ptimo.

Al no existir correlaciones reales entre los factores mencionados en el proceso y debido a que
no existe una tendencia clara en la produccién, resulta imposible proponer un efecto
sistematico asignable, por lo que se generaron recomendaciones que permitan visibilizar el
espacio de mejora e incorporarlo al proceso de mejora continua de la empresa. Se le
recomendd a la empresa buscar la estandarizacion del proceso y mantener un monitoreo

constante haciendo uso de herramientas como los graficos de control.

El proceso de validacion del método analitico para la determinacién de zinc y manganeso
mediante absorcion atomica de llama utilizando la digestion microondas fue satisfactorio, ya
que se cumplieron los parametros de desempefio establecidos. Con este proceso se comprob6
que se trata de una metodologia robusta ya que ninguna de las variables criticas planteadas
presenta sensibilidad a cambios y, a su vez, se comprobd que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre el método normalizado y el método aplicado por el
laboratorio. Se prob6 que el mismo no se ve influenciado por efecto matriz, por lo que cuenta
con buena selectividad. Se demostro que los analistas pueden ejecutar el método dentro del
rango aceptado, sin variabilidad significativa entre ellos. Todos los controles tanto de matriz
enriquecida como controles de masa y lectura preparados para evaluar el método se

encontraron dentro de los limites de especificacion establecidos
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Se estableci6 que el ambito de trabajo lineal para el método va desde
los 145 mg Mn/Kg a 1983 mg Mn/Kgy 87 mg Zn/Kg a 1209 mg Zn/Kg. No obstante, las
muestras que presenten concentraciones superiores a este rango pueden ser ajustadas para su
cuantificacion dentro del ambito lineal de trabajo mediante una dilucién. Cuando este sea el
caso, se recomienda utilizar factores de dilucion analiticamente razonables, es decir que la
alicuota seleccionada sea representativa para evitar introducir incertidumbre innecesaria en
la cuantificacion. La incertidumbre porcentual usual para el método es de 4.5%, obteniendo
un valor de 9% para la incertidumbre porcentual expandida con un factor k=2.

Se preparé un informe de validacién como insumo para el sistema de calidad del LASEQ), al
igual que un informe para la empresa y se adjuntan como anexo, al igual que todos los scripts,

bases de datos y documentos de salida generados en R estudio.

El anélisis de muestras durante 3 meses del afio 2021, posterior a la reunion para exponer el
estado de la produccion y las recomendaciones, evidencié una mejora generalizada con
respecto al comportamiento exhibido durante el analisis retrospectivo lo que reflejo del
compromiso con la calidad por parte de la empresa. Se observé mejora en el cumplimiento
del proceso (8%), la media se mantuvo similar, lo que indica que el proceso sigue centrado
sobre su valor objetivo y se redujo la desviacion estandar a aproximadamente la mitad del
valor exhibido en el andlisis inicial. Los graficos de control se observan mejor ajustados al
proceso, por lo que son de mayor utilidad y permiten tomar decisiones realistas sobre el

proceso.

En la actualidad, se cuenta con un proceso productivo que adn no es totalmente capaz de
producir bajo los estrechos limites de especificacion impuestos por la empresa, sin embargo,
con limites de control establecidos a 3o (capacidad real del proceso) se encuentra en control

estadistico y muestra sefiales de mejora.

El proyecto evidencié la importancia de llevar a cabo un proceso de validacion de los
métodos cuando se realice alguna modificacion a un método estandarizado. Por esta razon,
se recomienda al laboratorio mantener las condiciones experimentales y retroalimentar la
informacion de validacion corriendo pruebas de robustez, repetibilidad y controles matriz de

manera periddica. Adicionalmente, se recomienda, de ser posible, buscar la acreditacion del
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método analitico, utilizando como insumo el informe de validacion y este trabajo, ya que se
trata de un metodo robusto, confiable, de alta demanda y con poca disponibilidad a nivel
nacional.

Finalmente, a la empresa se le recomienda continuar fortaleciendo sus politicas de mejora
continua, estableciendo procedimientos para el monitoreo de la produccion, ya sea en tiempo
real o por periodos especificos ayudandose de las herramientas expuestas en este proyecto y

haciendo uso de los insumos generados por el mismo.
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CAPITULO VI. ANEXOS

Anexo 1. Disefio experimental de Youden-Steiner para el analisis de metales en premezclas.

Variable Repeticion

modificada 4 5 6 7 8

Juny
N
w

Procesamiento A A A A a a a a
de la muestra
A=
homogenizar
A=No
homogenizar

Cantidad de B B B b B b b b
Acido Nitrico
B=10ml
b=5ml

Cambio de C c C c C c C c
Coayudante
C=2ml HCI
C=2mlde
H20: (30%)

Sin D D d d d d D D
Coayudante
D =2ml de

HCI
d =sin HCI

Calidad de E e E e e E e E
agua de
dilucion

E = Agua tipo
|
d

e = Agua tipo
]

Masa de F f f F F f f F
muestra
F=05¢
f=025¢

Enfriamiento G g g G g G G g
posterior a la
digestion
G=20 min
g = Sin espera
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Anexo 2. Base de datos utilizada para el analisis retrospectivo correspondiente a afios 2018-

20109.

Accesible en: shorturl.at/lquwZ

Anexo 3. Resumen de datos descriptivos con respecto a desempefio para el conjunto de datos

estudiado.
Parédmetro Media Desviacion Maximo Minimo Numero de
(%) estandar (%) (%) muestras
(%)

109

Total 103.8 20.7 215.3 69.2
Mn 101.7 15.7 156.9 69.2 42
Zn 105.0 23.3 215.3 78.5 67

Total por matriz
Aves 101.2 15.8 147.5 69.2 44
Bovino 111.8 30.9 215.3 81.6 25
Porcino 103.1 18.6 188.0 85.4 26
Otras especies 98.5 10.3 112.9 80.1 14
Zinc por matriz
Aves 103.3 19.7 147.5 78.5 14
Bovino 117.8 38.5 215.3 93.8 13
Porcino 103.1 18.6 188.0 85.4 26
Otras especies 98.5 10.3 112.9 80.1 14
Manganeso por matriz

Aves 100.3 13.9 135.0 69.2 30
Bovino 105.2 19.5 156.9 81.6 12

Anexo 4. Resumen de la estadistica descriptiva para el conjunto de muestras analizadas.

Parametro Media Desviacion Maximo Minimo Numero de
(%) estandar (%) (%) muestras
(%)
130
Total 102.8 11.3 143.8 70.5
Mn 102.2 12.8 143.8 70.5 65
Zn 103.3 9.7 134.8 83.5 65
Por matriz
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Aves 103.1 13.9 143.8 70.5 60

Bovino 103.8 7.7 117.1 91.4 20
Porcino 100.9 9.5 117.5 75.9 10
Otras especies 106.0 55 113.8 94.7 40
Para Zinc
Aves 104.8 11.0 134.8 89.3 30
Bovino 104.8 7.7 117.1 94.7 10
Porcino 100.1 8.8 114.5 83.5 20
Otras especies 104.1 6.8 112.9 94.7 5
Para Manganeso

Aves 101.3 16.3 143.7 70.5 30
Bovino 102.8 7.9 114.6 91.4 10
Porcino 101.8 10.3 117.5 75.9 20
Otras especies 107.9 3.7 113.8 104.8 5

Anexo 5. Estadistica descriptiva de los controles de masa y lectura.

Analito Manganeso Zinc
Masa Lectura Masa Lectura
Promedio (%) 95.22 99.74 98.57 102.21
Desviacion Estandar 3.37 6.05 3.44 5.19
Maximo 99.93 106.41 104.32 106.96
Minimo 90.94 90.26 92.63 91.74
N 12 10 11 11

Anexo 6. Estadistica descriptiva de los controles de matriz fortificada.

Analito Manganeso Zinc
Promedio (%) 101.82 101.76
Desviacion Estandar 4.32 3.85
Maximo 106.69 106.76

Minimo 96.02 95.99




Anexo 7. Resultados de las pruebas de repetibilidad.

Analista JRA KVHU VRS

Analito Mn Zn Mn Zn Mn Zn

Promedio (mg/kg) 53533.35 593.28 53992.04 630.76 54318.89 622.13

Desviacion estandar  420.17 45.50 860.48 46.01 672.00 32.75

(mg/kg)

% Cv 0.78 7.67 1.59 7.29 1.24 5.26

Anexo 8. Informe correspondiente al analisis retrospectivo presentado a la empresa
productora.

Accesible en: shorturl.at/ajX09
Anexo 9. Presentacion visual expuesta a la empresa productora.
Accesible en: shorturl.at/ctho7

Anexo 10. Base de datos utilizada para la validaciéon del método analitico, datos para
manganeso.

Accesible en: shorturl.at/dioQ5
Anexo 11. Base de datos utilizada para la validacion del método analitico, datos para zinc
Accesible en: shorturl.at/hJTYO

Anexo 12. Documento resumido de las pruebas estadisticas realizado a la data de
manganeso.

Accesible en: shorturl.at/djlou
Anexo 13. Documento resumido de las pruebas estadisticas realizado a la data de zinc.
Accesible en: shorturl.at/dfik5

Anexo 14. Informe de validacion del método analitico para la determinacién de zinc y
manganeso en premezclas alimenticias animales mediante absorcién atomica.

Accesible en: shorturl.at/cijk2
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Anexo 15. Base de datos de las muestras analizadas durante 3 meses del afio 2021.
Accesible en: shorturl.at/oQW17
Anexo 16. Resumen de las pruebas estadisticas realizadas con las muestras analizadas.

Accesible en: shorturl.at/aiKT1

66



		2022-09-09T10:26:11-0600
	JOEL JOSUE RAMIREZ ALFARO (FIRMA)


		2022-09-09T10:56:51-0600
	ROLANDO ALBERTO SANCHEZ GUTIERREZ (FIRMA)


		2022-09-09T11:16:38-0600
	JOSE ANGEL RODRIGUEZ CORRALES (FIRMA)


	



