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Determinacion de Glicomacropéptido
de Caseina (c-gmp) en leche liguida

Objetivos:

Presentar los resultados del ejercicio de
validacion del ensayo "Determinacion de
glicomacropéptido de caseina c-GMP en
leche liquida”, el cual se ejecuta segun los
lineamientos establecidos en el método
de analisis P-CSO-001 Version 01 del La-
boratorio Fisicoquimico de Alimentos, el
cual tiene su base en el documento “Labo-
ratério Nacional agropecuario — LANA-
GRO/RS MAPA, Laboratério de produtos
de origem animal — MAPA/SDA/CGAL -
Codigo: MET POA/04/03/01 Fecha de emi-
sion: 13/02/2014. Pagina de 1 a 11". Deter-
minar experimentalmente si el método
utilizado para la determinacion de c-GMP
en leche liquida es adecuado para el fin
previsto.

Alcance

El presente documento aplica para el ana-
lisis de c-GMP en leche liquida, los linea-
mientos se establecieron de acuerdo con
la metodologia descrita en el procedi-
miento P-CSO-001 Version 01, el cual esta
basado en el documento “Laboratério Na-
cional agropecuario - LANAGRO/RS
MAPA, Laboratério de produtos de origem
animal — MAPA/SDA/CGAL - Codigo: MET

POA/04/03/01 Fecha de emisién:
13/02/2014. Pagina de 1 a 11". El alcance
se establecerd una vez concluido el estu-
dio de la presente validacion.

Diseno del ejercicio

Los criterios establecidos para dar cumpli-
miento a los diferentes parametros eva-
luados son tomados del Official Methods
of Analysis AOAC, los cuales corresponden
para la precision un RSD menor o igual a
5,3% para estandares y muestras prepara-
das independientemente, para la exacti-
tud un porcentaje de recuperacion entre
80y 110%. El criterio para el coeficiente de
correlaciéon de la linealidad fue extraido
del método brasilero “Laboratério Nacio-
nal agropecuario — LANAGRO/RS MAPA,
Laboratério de produtos de origem animal
- MAPA/SDA/CGAL - Cobdigo: MET
POA/04/03/01 Fecha de emision:
13/02/2014", el cual indica que el coefi-
ciente de correlacion (R2) debe ser mayor
a 0,95.

POBLACION Y MUESTRAS

El calculo del tamafio de la muestra se in-
cluye en el ejercicio de confirmacién del
método muestras que cubran el rango de

INFORME DE VALIDACION TECNICA



trabajo, asi como muestras que permitan
evaluar los parametros preestablecidos
para el ejercicio. La cantidad de replicas
establecidas fue determinada de acuerdo
con el documento ICH Topic Q 2 (R1) Vali-
dation of Analytical Procedures: Text and
Methodology.

PERSONAL

Para el presente ejercicio de validacién, los
ensayos seran realizados por analistas que
cuentan con experiencia en el montaje de
la técnica empleada (HPLC). Si los criterios
establecidos por el método se alcanzan,
seran autorizados para la ejecucion de

TRENDS
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este, incluyendo los equipos utilizados
para su ejecucion. Adicionalmente, los re-
sultados obtenidos seran la base para es-
tablecer el aseguramiento de calidad del
método

* Analista 1: C167

= Analista 2: C45

= Analista 3: C27

EQUIPOS

Los siguientes fueron los equipos princi-
pales empleados en la validacion del mé-
todo y los cuales tenian sus correspon-
dientes operaciones de confirmacion me-
trologica.

Tabla N°. 1: equipos principales empleados para la validacién del método

EQUIPO ULTIMA PROVEEDOR NUMERO DE FECHA DE
ACTIVIDAD INFORME CERTIFICADO
METROLOGICA
LB-002 - Balanza 2019-07 OMECOL SAS 14788 LM-1 2019-07-10
Analitica Adventur
Ohaus
LB-099 2020-01 KHYMOS KH9573 2020-01-10
Cromatégrafo liquido
4)1493. Marca: Davisco Foods, Arla Foods.
ESTANDAR UTILIZADO Fecha de Vencimiento: 22/12/2020, Pu-

Para la cuantificacion, se utilizo estandar
Glicomacropéptido de Caseina. Lote

reza: 76%. En el anexo 1 del presente in-
forme se encuentra la ficha técnica del
producto utilizado.
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La ejecucion del presente ejercicio de vali-
dacion se realizé en las instalaciones de
Biotrends Laboratorios S.A.S." en la Calle
64 H N°. 71 D -31 ubicada en la ciudad de
Bogota D.C., Laboratorio Fisicoquimico de
Alimentos.

Variables
por estudiar

Los parametros con los cuales se validara
el método para la determinacion de c-
GMP en leche son:

» Linealidad

= Limite de deteccién

= Limite de Cuantificacion

»  Precisiéon del Sistema Instrumental
* Precisién del Método

* Precisiéon Intermedia

» Veracidad

» Robustez

* Intervalo de trabajo

* |ncertidumbre

LINEALIDAD

Se realizara una curva de calibracion con
las concentraciones referenciadas en la ta-
bla N°.1, se evaluara cada punto de la
curva con al menos dos réplicas por punto.
El disefio experimental se encuentra en la
Tabla N°. 2. De acuerdo con ensayos pre-
vios se establece dos rangos de linealidad:
rango bajo (entre 0 y 200,0 mg/L) y rango
alto (entre 100 y 5000 mg/L).

Tabla N°.2: Disefio para establecer la linealidad del método.

Curva rango bajo

Concentraciéon de c-GMP ( mg/L)

0,00 Replica 1
10,0 Réplica 1
30,0 Réplica 1
50,0 Réplica 1
70,0 Replica 1
100,0 Réplica 1
200,0 Replica 1

Réplicas
Replica 2
Réplica 2
Réplica 2
Réplica 2
Replica 2
Réplica 2
Replica 2

' Biotrends Laboratorio hace parte del Consorcio Consultoria PTP.
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Curva rango alto

Concentracion de c-GMP ( mg/L)
100,0

700,0

1000,0

2000,0

3000,0

5000,0

Réplica 1
Réplica 1
Réplica 1
Réplica 1
Réplica 1
Réplica 1

Réplicas
Réplica 2
Réplica 2
Réplica 2
Réplica 2
Réplica 2
Réplica 2

Criterio: El valor del coeficiente de correlacién debe ser > 0,95 por minimos cuadrados.

Limite de deteccion

Siendo la menor cantidad del analito en
estudio que puede ser distinguida del
fondo del ruido del método con cierto ni-
vel de confianza especificado, se estable-
cera teéricamente como:

LOD =3 x5’
Donde:
s'o = desviacién estandar (en concentra-
cién) obtenida de blanco de reactivos o
blancos fortificados a concentraciones
muy bajas.

Limite de cuantificacion

Siendo la menor cantidad del analito en es-
tudio que puede ser determinada cuantita-
tivamente, con la precision y veracidad es-
tablecida en el método y con una incerti-
dumbre asociada, para un nivel dado de

confianza, el limite de cuantificacion se es-
tablecera inicialmente en 10,0 mg/L en la
curva de cuantificacién. Este estandar sera
preparado 10 veces y se inyectara cada
preparaciéon una vez, para obtener 10 resul-
tados independientes bajo condiciones de
repetibilidad (mismo analista, mismo dia).
El disefio para la estimacion del limite de
cuantificacion se encuentra en la tabla N°.3

Tabla N°. 3: Disefio experimental para la
determinacion del limite de cuantificacion

Concentraciéon: 10,0 (mg/L)
Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3
Réplica 4
Réplica 5
Réplica 6
Réplica 7
Réplica 8
Réplica 9
Réplica 10

INFORME DE VALIDACION TECNICA 7
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Criterio de aceptacion: Se establecera
esta concentracién como limite de cuan-
tificacion si se obtiene una desviacién es-
tandar relativa (RSD) menor al 5,3% y un
Porcentaje de Recuperacion entre el 80 -
110%.

Precision del sistema instrumental
(bajo condiciones de repetibilidad)

Se determinara analizando repetidamente
el estandar bajo (60,0 mg/L), el estandar
medio (500 mg/L) y el estandar alto (4000
mg/L), los cuales seran inyectados 6 veces
(bajo condiciones de repetibilidad (mismo
analista, mismo dia). En la tabla N°. 4 se
encuentra el esquema para el andlisis de la
repetibilidad del sistema instrumental.

Precision del método (bajo
condiciones de repetibilidad)

Este parametro se evaluara bajo el mismo
esquema de la repetibilidad instrumental
(mismo analista, mismo dia). El lote de
muestras se analizard sobre réplicas, es
decir la muestra o estandar se analiza in-
dependientemente desde el principio
(preparacion de la muestra) hasta el final
(lectura de resultados). Se trabajara segun
el modelo presentado en ICH Q2 (R1)
donde se analizaran 6 réplicas de muestras
y estandares. Las muestras para analizar
seran: estandar de control bajo (60,0
mg/L), estandar de control medio (500
mg/L) y estandar de control alto (4000
mg/L) y una muestra de leche cruda (ma-
triz). El esquema de trabajo se presenta en
la siguiente tabla (Tabla N°.5).

Tabla N°.4: Disefio experimental para la repetibilidad del sistema instrumental

Estandar control bajo

Estandar control medio

Estandar control alto

(60,0 mg/L) (500 mg/L) (4000 mg/L)
Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1
Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2
Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3
Réplica 4 Replica 4 Replica 4
Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5
Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6

Tabla N°. 5: Disefio experimental para la determinacién de Repetibilidad del Método
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Estandar control bajo = Estandar control medio Estandar control alto = Muestra de leche cruda

(60,0 mg/L) (500 mg/L) (4000 mg/L)

Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1
Réplica 2 Replica 2 Replica 2 Replica 2
Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3
Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4
Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5
Réplica 6 Réplica 6 Replica 6 Replica 6

Criterio de aceptacion: El RSD debe ser menor a 5,3%.

Precision Intermedia (bajo condiciones de reproducibilidad)

Para evaluar la precision intermedia se contempla cambio de analista; se realizaran los lotes
de muestras establecidos en la precision del método Tabla 5, pero se analizara en conjunto

los resultados obtenidos por los dos analistas. La presente tabla indica el esquema a trabajar.

Tabla N°.6: Disefio experimental para la Precision Intermedia

ANALISTA 1

Estandar control Estandar control Estandar control Muestra de leche
bajo medio alto cruda

(60,0 mg/L) (500 mg/L) (4000 mg/L)

Réplica 1 Replica 1 Replica 1 Replica 1

Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2

Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3

Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4

Réplica 5 Replica 5 Réplica 5 Replica 5

Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6
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ANALISTA 2
Estandar control bajo Estandar control medio  Estandar control alto Muestra de leche

(60,0 mg/L) (500 mg/L) (4000 mg/L) cruda

Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1
Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2
Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3 Réplica 3
Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4 Réplica 4
Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5
Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6

Criterio de aceptacion: Se realizard un Analisis de varianza (ANOVA) para establecer dife-
rencias significativas entre los lotes de muestras. Si el F calculado es menor al F tabulado,
se establece que no hay diferencias significativas entre los analistas.

Veracidad

Para la evaluacién de la veracidad se reali-
zaréa el analisis sobre réplicas del estandar
bajo (60,0 mg/L), estandar medio (500
mg/L) y del estandar alto (4000 mg/L). Se
analizaran 6 réplicas en condiciones de re-
producibilidad. La veracidad se evaluara
como el porcentaje de recuperacion ha-
llado en cada réplica analizada, el porcen-
taje de recuperacion relativo se calculara
de acuerdo con la siguiente férmula:

Valor obtenido
Valor nominal x

%REC = 100

La presente tabla indica el esquema a tra-
bajar.
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Tabla N°.6: Disefio experimental para la
veracidad del método

Estandar Estandar Estandar
control bajo  control medio control alto
(60,0 mg/L) (500 mg/L) (4000 mg/L)
Réplica 1 Réplica 1 Réplica 1
Réplica 2 Réplica 2 Réplica 2
Reéplica 3 Réplica 3 Réplica 3
Replica 4 Replica 4 Replica 4
Réplica 5 Réplica 5 Réplica 5
Réplica 6 Réplica 6 Réplica 6

Criterio de aceptacion: El % de Recupe-
racion debe estar entre 80 — 110%.



Robustez

Para evaluar la robustez de la técnica se
realizara una comparacién de los resulta-
dos obtenidos en leche sin adicion de pre-
servante y con adicion de preservante. El
preservante utilizado es el perdxido de hi-
drégeno al 0,02%. Se realizara una prueba
F para estimar si las varianzas de las curvas
en las dos condiciones diferentes son ho-
mogéneas y posteriormente se realizara
una prueba t-student para evaluar si hay
diferencias significativas en las curvas ob-
tenidas.

Criterio de aceptacion

Si F-cal es menor a F-tabulado se conside-
ran varianzas homogéneas, si t-cal es me-
nor a t-tab se consideran datos estadisti-
camente iguales.

CONSORCI0 CONSULTORIA PTP

Colombia
= Productiva

Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo se determinara una

vez se hayan analizado todos los datos ob-
tenidos en el presente ejercicio de valida-
cion. Inicialmente el intervalo se define en-
tre el limite de deteccidn hallado experi-
mentalmente en el presente ejercicio
hasta la muestra o estandar mas alto tra-
bajado durante el proceso. Sin embargo,
se establecera una vez se analicen los re-
sultados obtenidos.

Incertidumbre

La incertidumbre serd estimada de
acuerdo con lo establecido por la Guia
para la expresion de la Incertidumbre de
Medida - GUM y documentados en proce-
dimientos internos del Laboratorio.

11
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Resultados y analisis de resultados

En el anexo 2 se encuentran los datos primarios utilizados para el calculo de los siguientes
apartados. Se evaluUa el resultado estadistico obtenido del andlisis de datos contra el criterio

establecido en el numeral 4.0 del presente documento.

Linealidad

Con los resultados obtenidos se evidencia que el método cumple con el criterio establecido
en el rango bajo (0 a 200 mg/L) y en el rango alto (100 a 5000 mg/L) ya que se obtuvo para
cada uno de los rangos un coeficiente de correlacion > 0,95.

Con las areas obtenidas y a través de un analisis de regresién por minimos cuadrados, se
construyo la curva de calibracion del método a rango bajo (Grafica N°.1) y a rango alto
(Gréfica N°. 2), en las tablas 7 y 8 se evidencian los resultados de las regresiones estadisticas

obtenidas para cada rango.

Gréfica No. 1: Linealidad rango bajo

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Grafica No. 2: Linealidad rango alto

aee

Tabla N°.7: Regresion lineal de la curva de calibracidon (rango bajo).

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlaciéon miiltiple
Coeficiente de determinacion R"2
RA2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0,9974
0,994807
0,994534
12,22093

21

12

INFORME DE VALIDACION TECNICA




Colombia CONSORCIO CONSULTORIA PTP

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion -13,0712 3,8397 -3,4042 0,0030
Variable X 1 2,5362 0,0420 60,3305 0,0000

Tabla N°.8: Regresion lineal de la curva de calibracion (rango alto).

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlaciéon miiltiple 0,991
Coeficiente de determinacion R*2 0,983
RA2 ajustado 0,982
Error tipico 227,15
Observaciones 24
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion -9,09E-13 72,19625 -1,26E-14 1
Variable X 1 1 0,028138 35,53925 6,28E-21

Criterio: el valor de coeficiente de correlacion debe ser > 0,95 por minimos cuadrados.

Conclusion: Para cada uno de los rangos trabajados se present6 un coeficiente de determi-
nacion lineal mayor a 0,95, de esta forma para rango bajo se obtuvo un R? = 0,99 y para
rango alto el valor fue de 0,98; por lo tanto se demuestra que existe una alta correlacién
entre la concentracién del c-GMP y el area del pico cromatografico, se afirma que de esta
manera la ecuacion de la curva de calibracion del método fue capaz de explicar la respuesta
instrumental a partir del de la concentracion de c-GMP en los estandares trabajados.

Limite de deteccion y cuantificacion

Inicialmente el limite de cuantificacion se establecié a una concentracion de 10,0 mg/L, se
analizé 10 veces de acuerdo al disefio experimental, sin embargo, a esta concentracién, no
se obtuvo una adecuada repetibilidad (el % RSD es de 54,7%), a pesar de que se evidencia
un pico cromatografico diferente al ruido de fondo del equipo, se decide establecer esta
concentracién como limite de deteccion del método (Tabla N°. 9). La siguiente concentra-
cion analizada fue de 20,0 mg/L, la cual se analiz6 10 veces, para esta concentracion se ob-
tuvo una repetibilidad adecuada por lo que se establece como limite de cuantificacion la
concentracién de 20,0 mg/L (Tabla N°. 9).

13
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Tabla N°.9: Resultados obtenidos para el limite de deteccion y cuantificacién del método.

LiMITE DE DETECCION LiMITE DE CUANTIFICACION
10,0 (mg/L) 20,0 (mg/L)

mg/L %rec mg/L %rec
79 79,3% 20,8 103,8%
17,4 174,0% 22,1 110,6%
19,0 190,2% 19,9 99,3%
13,8 137,8% 21,7 108,4%
30,6 306,3% 20,8 104,2%
18,5 184,6% 19,5 97,6%
23,2 231,8% 21,0 105,0%
2,8 27,8% 19,7 98,7%
26,6 266,4% 20,5 102,7%
40,6 405,7% 20,4 101,8%
Promedio 20,04 Promedio 20,64

s 10,96 s 0,83
%Rec 200,4% %Rec 103,2%

RSD 54,7% RSD 4,0%

Criterio de aceptacion: Se establecera la concentracion analizada como limite de cuantifi-
cacion si se obtiene un RSD menor o igual al 5,3% y un porcentaje de recuperacién entre 80
y 110%.

Conclusién: Para la concentracion analizada del limite de cuantificacion se obtiene un %
Recuperacion de 103,2% y un RSD de 4,0%, cumpliendo con los criterios de aceptacion es-
tablecidos por el método.

Precision del sistema instrumental (bajo condiciones de repetibilidad)

Se determiné analizando repetidamente el estandar bajo (60 mg/L), el estandar medio (500

mg/L) y el estandar alto (4000 mg/L), 6 veces (segun criterio ICH) bajo condiciones de re-
petibilidad (mismo analista, mismo dia). Los resultados se encuentran en la tabla N°. 10.

14
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Tabla N°. 10: Resultados precision del sistema instrumental.

Rango Bajo Rango medio Rango Alto
60 mg/L 500 mg/L 4000 mg/L
58,4 536,2 4000,5
60,5 4811 4188,6
60,7 485,9 4055,6
57,3 4932 4024,7
61,8 501,5 4059,6
63,9 493,7 4186,8
Promedio 60,4 498,6 4086,0
s 2,4 19,7 81,7
%RSD 3,95% 3,95% 2,00%

Criterio de aceptacion: El RSD debe ser menor a 5,3%.

Conclusion: Con los resultados obtenidos se concluye que el sistema instrumental es repe-
tible ya que se obtuvieron valores de RSD menores a 5,3% para todo el rango evaluado.
Precision del método (bajo condiciones de repetibilidad)

Este parametro se evalud bajo el mismo esquema de repetibilidad instrumental de acuerdo
con lo definido en el numeral 4.4 del presente documento. Los resultados obtenidos fueron

los siguientes:

Tabla N°. 12: Evaluacion de la precision del método

Analista Rango Bajo Rango medio Rango Alto Muestra
60 mg/L 500 mg/L 4000 mg/L
1 58,37 536,20 4000,52 153,29
1 60,51 481,07 4188,64 157,09
1 60,66 485,93 4055,55 150,03
1 57,28 493,16 4024,72 157,00
1 61,83 501,51 4059,59 152,85
1 63,93 493,70 4186,84 158,10
2 63,31 480,44 4214,97 151,93
2 56,31 484,22 3937,48 166,49

15
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Analista Rango Bajo Rango medio Rango Alto Muestra
60 mg/L 500 mg/L 4000 mg/L

2 58,74 468,63 4092,76 151,17
2 65,14 472,96 3934,81 167,45
2 63,76 468,31 3949,70 143,79
2 63,07 507,76 3969,42 146,35
Promedio 60,43 489,49 4051,25 154,73

s 2,39 19,1674 101,2045 3,15
%RSD 3,95% 3,92% 2,50% 2,04%

Criterio de aceptacion: El RSD debe ser menor 5,3%

Conclusion: El RSD obtenido experimentalmente para cada conjunto de datos es menor al
5,3%, por lo tanto se concluye que el método utilizado es repetible para ambos analistas y
con las diferentes muestras analizadas.

Precision Intermedia (bajo condiciones de reproducibilidad)

La evaluacion de la precision intermedia se realizé de acuerdo con lo establecido en el nu-
meral 4.5 del presente documento. A cada conjunto de datos (presentados en la tabla N°.
13) se realiz6 un analisis de varianza para establecer diferencias significativas debido a di-

ferentes analistas.

Tabla N°. 13: Evaluacién de la precision intermedia del método para todo el intervalo eva-

luado.
ESTANDAR BAJO ESTANDAR MEDIO ESTANDAR ALTO MUESTRA
60 mg/L 500 mg/L 4000 mg/L
Analista 1 Analista Analista Analista Analista Analista Analista  Analista
2 1 2 1 2 1 2
58,37 63,31 536,20 480,44 4000,52  4214,97 153,29 151,93
60,51 56,31 481,07 484,22 4188,64 393748 157,09 166,49
60,66 58,74 485,93 468,63 4055,55  4092,76 150,03 151,17
57,28 65,14 493,16 472,96 4024,72  3934,81 157,00 167,45
61,83 63,76 501,51 468,31 4059,59  3949,70 152,85 143,79
63,93 63,07 493,70 507,76 4186,84  3969,42 158,10 146,35
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Tabla N°. 14: Anova para el estandar bajo (60 mg/L.
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 362,59 60,43 5,69
Analista 2 6 370,33 61,72 11,67
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados de de los para F
libertad cuadrados
Entre grupos 4,99 1 4,990 0,575 0,466 4,965
Dentro de los grupos 86,82 10 8,682 - - —
Total 91,81 11 -- -- -- o=
Tabla N°. 15: Anova para el estandar medio (400 mg/L).
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 2991,6 498,6 388,7
Analista 2 6 2882,3 480,4 220,6
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 994,56 1 994,562 3,264 0,101 4,965
Dentro de los grupos ~ 3046,72 10 304,672 -- - -
Total 404128 11 - - -- —-
Tabla N°. 16: Anova para el estandar alto (5000 mg/L).
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 24515,9 4086,0 6678,1
Analista 2 6 24099,1 4016,5 12960,8
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 14471,37 1 14471,37 1,47 0,25 4,96
Dentro de los grupos 98194,59 10 9819,46 -- -- --

Total

112665,95 11
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Tabla N°. 17: Anova para la muestra

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 928,36 154,73 9,95
Analista 2 6 927,17 154,53 102,08
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,118 1 0,1179 0,0021 0,9643 4,9646
Dentro de los grupos 560,125 10 56,0125 -- -- --

Total 560,243 11

Criterio de aceptacion: El F calculado debe ser menor al F tabulado.

Conclusion: Para cada conjunto de datos se obtuvo un F calculado menor al F tabulado

por los que se concluye que el método utilizado es repetible para ambos analistas y con

las diferentes muestras analizadas.

Veracidad

La evaluacion de la veracidad se realizd sobre el analisis de réplicas de los estandares anali-

zados en todo el gjercicio de validacion, de acuerdo con lo establecido en el numeral 4.6
del presente documento. Los resultados obtenidos se observan en la tabla N°. 18

Tabla N°. 18: Evaluacion de la veracidad del método

Bajo (mg/L) 60 Medio (mg/L) 500 Alto (mg/L) 4000
Resultado %Rec Resultado %Rec Resultado 9%REC
58,37 97,3% 536,20 107,2% 4000,52 100,0%
60,51 100,9% 481,07 96,2% 4188,64 104,7%
60,66 101,1% 485,93 97,2%  4055,55 101,4%
57,28 95,5% 493,16 98,6%  4024,72 100,6%
61,83 103,1% 501,51 100,3% 4059,59 101,5%
63,93 106,6% 493,70 98,7% 4186,84 104,7%
63,31 105,5% 480,44 96,1% 4214,97 105,4%
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Bajo (mg/L) 60 Medio (mg/L) 500 Alto (mg/L) 4000

56,31 93,8% 484,22 96,8% 3937,48 98,4%

58,74 97,9% 468,63 93,7% 4092,76 102,3%

65,14 108,6% 472,96 94,6% 3934,81 98,4%

63,76 106,3% 468,31 93,7% 3949,70 98,7%

63,07 105,1% 507,76 101,6% 3969,42 99,2%
Promedio 60,43 1,018 489,49 0,979 4051,25 1,013
% Rec 100,7% 97,9% 101,3%

Criterio de aceptacion: El porcentaje de recuperacion debe encontrarse entre el 80 y
110 %

Conclusion: De acuerdo con los resultados se observa que, para las concentraciones eva-
luadas, el porcentaje de recuperacién estuvo dentro del criterio de aceptacion. Por lo tanto,
se puede concluir que el ensayo de c-GMP para el intervalo trabajado, cumple con la vera-
cidad requerida por el método bajo las condiciones del laboratorio fisicoquimico.

Robustez
Para evaluar la robustez del método se realizd una curva de calibracion adicionando pero-
xido de hidrégeno al 0,2% para evaluar la influencia del peréxido en el ensayo. Los datos

obtenidos se muestran a continuacion

Tabla N°. 19: Evaluacion de la robustez del método (Curva con Perdxido de hidrogeno al

0,2%)
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion miltiple 0,99791
Coeficiente de determinacién R"2 0,99583
RA2 ajustado 0,99541
Error tipico 377,78
Observaciones 12
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Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 340476467 340476467 2385,7 3,12402E-
13
Residuos 10 1427167,793 142716,8
Total 11 341903634,8
Coefi- Error Esta- Proba- Inferior  Superior Inferior  Superior
cientes tipico disticot bilidad 95% 95% 95,0% 95,0%
Inter- 115,75 169,80 0,68 0,51 = 494,09 - 494,09
cepeion 262,59 262,59
Variable 3,23 0,07 48,84 0,00 3,08 3,38 3,08 3,38

X1

Se realizé una prueba F entre las curvas obtenidas, para establecer si las varianzas de las dos

pendientes son homogéneas o N°. Para esto se utilizd la siguiente ecuacion
-2
F .= S
cal — G2
2 b2

Donde se divide la varianza mayor sobre la menor. El resultado del F obtenido es de 0,52. El
F tabulado es de 2,47.

CriteriO de aceptaCién: Fcalculado es menor aI Fcritico.
Conclusion: Como el Fealculado (0,52) es menor al Feitico (2,47), se concluye que la varianza de
las dos pendientes obtenidas es homogénea.

Para establecer si existe diferencia significativa entre los dos tratamientos, sin preservante y
con conservante se realiza una prueba t-student.

|by — by
\/521:1 + 8%

'tcaI -

Se obtuvo un t-calculado de 0,015, que comparado con el t-tabulado (2,02) es menor.
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Criterio de aceptacion: tcicuiado €5 menor al tiabulado.

Conclusion: Como el taicuado (1,49) €s menor al tuabulado (2,02), se concluye que las curvas
obtenidas (con perdxido y sin peroxido) no son diferentes significativamente.

Intervalo de trabajo

De acuerdo con los resultados obtenidos, se establece que el intervalo de trabajo para el
ensayo de c-GMP y teniendo en cuenta la pureza del estandar utilizado (76%) en leche li-
quida es de:

15,2 mg/L a 3800 mg/L

Incertidumbre

Se realiza la estimacion de la incertidumbre teniendo en cuenta inicialmente el modelo ma-
tematico para la obtencién del resultado. Inicialmente se establecen las fuentes de incerti-
dumbre por medio del diagrama causa — efecto, como sigue.

Curva de calibracion Precision
.\ .\\\
e . , N sl
Andlisis de residuales  —— N\, N ¢ Repetioiidad
N
\\\ \\\\
* PIRT - ",
N, Precisionintermedia —— ™,
MRC ——
\ \
\\ b Concentracion
de c-GMP
e - Balanza analitica

Peso de [a muestra
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ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE A PARTIR DE LA CURVA DE CALIBRACION

Analisis de residuales (Curva obtenida experimentalmente)

o =by+b,

y = Concentraciéon en ppm

o = Respuesta observada en el equipo
bo= Ordenada al origen (intercepto)
b= Pendiente de la curva

I. ) B 3
51 1 Yia) — T
u(FL.rJ_) = —Bl \||5 + ; + M

S.I’X

bo -8,850 Intercepto
b1 2,550 Pendiente
n 21,000 Ndmero de resultados
r 0,998 Coef. Correlacion
S 11,340 Desv. Est. Residual lecturas
o] 6,000 Numero de med. Sol.
7(x) 50,000 Resultado muestra
yMRC 65,714 Promedio conc.
Sxx 84514,286 Desv. Est. Conc.
Uy 2,0724

Material de Referencia

MRC c-GMP
Concentracion 0,76

Hexp 0,02

u rel 0,011547
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Incertidumbre combinada Curva de Calibracion (a y b)

Ucyrva = J(uy)z + (Umrc)?

Ucyrva = 2,0725
Estimacion de la incertidumbre a partir de la preparacion de la muestra:

Peso de muestra

_ Uexp
Upaianza = k

UEXP = 0,00074g + 5,7E —07x w;

Donde w;es la indicacidon de la balanza

Equipo Balanza analitica LB-002
Calibrado por Omecol SAS
Peso 10
Uexp 0,000141
k 2
u balanza 0,000070
Urela 0,000007

Incertidumbre combinada Preparacion de la muestra (a y b)

Umuestra = ‘/(ubalanza )2

Unestra = 0,00014057
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ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE A PARTIR DE LOS DATOS OBTENIDOS DE LA
VALIDACION:

Repetibilidad Instrumental

Precision - REPETIBILIDAD

Rango Rango Bajo Rango medio Rango Alto Muestra

Promedio 60,43 498,59 4085,98 154,73

Desv Est 2,39 19,72 81,72 3,15

n 12 12 12 12

uil 0,69 5,69 23,59 0,91

urel 1 0,011 0,011 0,006 0,006
Hcombinada 0,012

Precision intermedia

Precision Intermedia

Rango Rango Bajo Rango me- Rango Mues-
dio Alto tra

Promedio 60,43 489,49 4051,25 154,73

Desv Est 2,39 19,17 101,20 3,15

n 12 12 12 12

uil 0,69 5,53 29,22 0,91

urel1 0,011 0,011 0,007 0,006

Hcombinada 0,0116

COMBINACION DE LAS FUENTES DE INCERTIDUMBRE

Ucomb = \/(ucurva)z + (umuestra)z + (uvalidacién)2

Ueomp = 2,0725
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INCERTIDUMBRE EXPANDIDA

Considerando un nivel de confianza del 95% y una factor de cobertura de K=2 se tiene

Uexp = 4,1
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Conclusiones

Se realizé la validacion del método bajo las condiciones rutinarias del laboratorio fisicoqui-
mico de alimentos en Biotrends Laboratorio SAS, encontrando los siguientes resultados, ta-

bla N°.20.

Los analistas que intervinieron en el presente estudio, alcanzaron los criterios establecidos

por el método de ensayo por lo tanto se utilizaran para su autorizacion.

Tabla N°. 20: Resultados validacién método de c-GMP en leche liquida.

Parametro Especificacion Resultado Obtenido Estado de
desempeiio del
método

Intervalo de trabajo No Aplica 15,2 a 3 800 No aplica

Linealidad R2>0,95 R2 > 0,95 Cumple

Limite de Deteccion  Concentracion minima 7,6 No aplica

diferente al ruido de
fondo
Limite de Concentracion minima Concentracion estable- Cumple
Cuantificacién que cumpla con cida:
%RSD < 5,3% 15,2
%Rec = 80 -110% %RSD = 4,00%
%Rec = 103,2%
Precision del sistema %RSD < 5,3% %RSD (Control bajo) Cumple
Instrumental — 3,95%
%RSD (Control me-
dio)=3,95%
%RSD (Control alto) =
2,00%
Precision del %RSD < 5,3% %RSD (Control bajo) Cumple

Método

= 3,95%
%RSD (Control me-
dio)=3,92%
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%RSD (Control alto) =
2,50%
%RSD (muestra) =
2,04%
Precision Intermedia Fcal < Ftab Fcal < Ftab Cumple

Veracidad %Rec = 80 -110% %Rec (LOQ) = Cumple
103,2%
%URec (Control bajo) =
100,7%
%Rec(Control medio)
= 97,9%
%Rec (Control alto) =
101,3%
Robustez tcalculado < ttabulado tcalculado < ttabulado Cumple
Incertidumbre U (k=2) =
4,1
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Referencias

= “Laboratorio Nacional agropecuario - LANAGRO/RS MAPA, Laboratério de produtos
de origem animal - MAPA/SDA/CGAL - Cédigo: MET POA/04/03/01 Fecha de emi-
sion: 13/02/2014. Paginade 1a 11".

= Norma Técnica NTC-ISO-IEC Colombiana 17025, Requisitos Generales para la Com-
petencia de Laboratorios de Ensayo y Calibracion, 2017.
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Declaraciones

Una vez analizados los resultados del presente ejercicio, Biotrends Laboratorios S.A.S. de-
clara que al aplicar el ensayo “Determinacion de c-GMP en leche liquida” segun el procedi-
miento P-CSO-001, se logra demostrar que en las condiciones propias del laboratorio, se
comporta segun las especificaciones para su uso previsto y responde a las necesidades de
los clientes.

Biotrends Laboratorios S.A.S. certifica que los datos, calculos y resultados que se pre-
sentan en este informe son veraces al momento y condiciones en que se realizaron los en-
sayos; la firma de este informe por parte de las personas involucradas en su realizacién lo
legitima. Este informe se firma el dia 27 de junio de 2020.

REVISO:

Olga Avila
TP: PQ-3733
Jefe de Laboratorio

Biotrends Laboratorios S.A.S.

APROBO:

Fernando Murcia Rubiano
Director Técnico

Biotrends Laboratorios S.A.S.

FIN DE INFORME
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