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% m/m porcentaje masa masa
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GLOSARIO

ADULTERANTE: es una sustancia que puede ser afiadida intencionalmente a los
productos para aumentar las cantidades visibles y reducir los costes de
fabricacion.

AMINOACIDO: son aquellas moléculas que forman parte de las proteinas
compuesta por un grupo amino y un grupo carboxilo.

CASEINA: es la proteina que se encuentra en mayor cantidad en la leche y en
algunos de sus derivados, que contiene grandes cantidades de fosfato.

CROMATOGRAFIA: es el método fisico de separacion en el cual los
componentes que se van a separar se distribuyen entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria (fase estacionaria) mientras la otra (la fase movil) se mueve
en una direccién definida.

CROMATOGRAMA: es el resultado gréfico de la cromatografia. En el caso de
separacion optima, los diferentes picos del Cromatograma corresponden a los
componentes de la mezcla separada.

GLICOMACROPEPTIDO: es un péptido que se escinde de la molécula de k-
caseina por la accion de la enzima quimosina.

LACTOSUERO: es un subproducto liquido obtenido después de la precipitacion
de la caseina durante la elaboracion del queso.

LECHE: es el producto integral del ordefio total, en condiciones de higiene que da
la vaca lechera en un buen estado de salud y alimentacion, sin aditivos de ninguna
especie.

PRECIPITADO: sustancia solida suspendida en el liqguido de una disolucién que
se deposita en el fondo del recipiente.

PROTEINA: son biomoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos
imprescindibles para el crecimiento del organismo y realizan una enorme cantidad
de funciones diferentes.

QUIMOSINA: también conocida como rennina e€s una enzima proteasa que se
encuentra en el abomaso (cuarto estomago de las vacas), que se encarga de
romper la proteina k-caseina.

SOBRENADANTE: disolucion que permanece de forma liquida tras la formacion
de un precipitado.

17



TIEMPO DE RETENCION: es el tiempo caracteristico que tarda un analito
particular en pasar a través del sistema (desde la columna de entrada hasta el
detector) bajo las condiciones fijadas en cromatografia.

18



RESUMEN

La adulteracion de la leche cruda con lactosuero es uno de los principales
problemas en la industria lactea. Estudios previos han evidenciado este tipo de
adulteracion mediante la identificacion del glicomacropéptido de caseina por la
técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), como lo son la Norma
Europea 213/2001 y El Real Decreto 2021/1993.

Este trabajo se enfoca en identificar la presencia de lactosuero mediante la
cuantificacion del glicomacropéptido de caseina por HPLC para el control de
calidad de leche cruda, con el fin de verificar su posible adulteracién en Colombia.
Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el
porcentaje de adulteracion. Se inyectdé un volumen de 20 pl en el equipo HPLC
usando una columna de exclusion de peso molecular (SEC), con un flujo de 0.9
mL/min empleando una fase movil de Buffer fosfato. En los cromatogramas
obtenidos se observa una sefial con tiempo de retencibn de 10 minutos que
presenta incrementos proporcionales en el area cromatografica a medida que
aumenta el porcentaje de adulteracién, se realizé una curva de calibracion
obteniendo un valor de R? “0.9943” mostrando proporcionalidad lineal entre la
diferencia de areas y porcentaje de adulteracion.

Se reporta por primera vez una metodologia con curva de calibracion que permite
identificar de manera analitica el porcentaje de adulteracion empleando la técnica
HPLC, para asi poder tener un mejor control de calidad en la leche.

PALABRAS CLAVES: lactosuero, glicomacropéptido de caseina, -calidad,
adulteracién, HPLC.
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INTRODUCCION

Actualmente, un problema en la industria lactea es la adulteracion de la leche con
lactosuero alterando las propiedades fisicoquimicas de estal. Estas
modificaciones no son detectadas con las técnicas analiticas basicas utilizadas en
esta industria lactea como son pruebas de pH, crioscopia, entre otras. Esta
practica genera una disminucion en la calidad del alimento y a nivel industrial en
su procesamiento debido a que el lactosuero contiene la enzima quimosina?, que
modifica las propiedades de la leche, generando alteraciones en el producto final y
ademas, debido a su manipulacién puede conducir a un deterioro en su calidad
microbiolégica. Se estima también que la alteracion del contenido proteico de la
leche puede disminuir su estabilidad y presentar problemas durante su paso a
través de los equipos de esterilizacion. Esta problematica afecta directamente a
consumidores, proveedores 3)/ distribuidores, y trae consecuencias de indole
nutricional, econémica y legal® *. Por lo anterior, surge la necesidad de contar con
una técnica confiable que permita detectar la adiciébn de lactosuero en la leche
cruda. Por medio de la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), se ha
logrado la cuantificacion del glicomacropéptido de caseina (casein-
glycomacropéptide) C-GMP, que es un péptido que se origina cuando al adicionar
el lactosuero (que contiene quimosina) a la leche cruda, la proteina caseina se
rompe en el enlace de los aminoacidos 105-106 dando origen a una molécula
solubles, que comprende la region entre los residuos 106 a 169 C-terminal de la
proteina® °.

El sub-sector lacteo es un mercado que se caracterizada por su excelente calidad
y la constante innovacion tecnoldgica en produccion, creacién y mejoramiento
continuo, el cual se ha preocupado por obtener una leche con estandares de
calidad internacionales desde el mismo momento de la recoleccion, hasta su
llegada al punto de venta’. Un problema que se genera en la linea de calidad es
establecer el estado de la leche cruda con el fin de determinar su pureza y

! ALCAZAR MONTANEZ, C.D., ROSAS RAMIREZ, J., JARAMILLO ARANGO, C. J. y PENA
BETANCOURT, S. D. Deteccion de glucomacropeptido (GMP) como indicador de adulteracién con
suero de queseria en leche deshidratada. México. Vol. 31, No. 3. 2000; p. 217 - 222.

RAJAN SHARMA, N. y BIMLESH MANN, Y.S. Chemical and functional properties of
glycomacropeptide (GMP) and its role in the detection of cheese whey adulteration in milk: a
review. India. Vol 93, No. 1. 2013; p. 21 - 43.
® AGUDELO GOMEZ, D. A. y BEDOYA MEJIA, O. Composicion nutricional de la leche de ganado
vacuno. Antioquia, Colombia. Vol 2, No. 1 (enero- junio 2005); p. 38 - 42.

* SALAMANCA, M. S. y RESTREPO SALAZAR, J.C. Caracteristicas fisicoquimicas y
microbiolégicas de la leche cruda para consumo humano. Ministerio de la Proteccion Social,
Decreto 1880 capitulo I, articulo 6 y 7. 2011; p. 4 — 5.

> ALVARADO CARRASCO, C. y GUERRA, M. Lactosuero como fuente de péptidos bioactivos.
Venezuela. Vol. 23, No. 1. 2010; p 42 — 49.

® EL-SALAM, M. H., EL-SHIBINY, S. y BUCHHEIM, W. Characteristics and potential uses of the
casein macropeptide. El Cairo, Egipto. Vol. 6, No. 4. 1996; p 327 — 341.

" AGUDELO GOMEZ, Op. cit.
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evidenciar la adulteracién de esta®. En algunos casos los proveedores que surten
esta materia prima a las industrias lacteas aplican esta adulteracion dificultando su
detecciéon con la neutralizacion del pH y enmascarandose en los analisis
fisicoquimicos habituales que se le realizan a la leche cruda una vez llega a la
planta de acopio antes de entrar al proceso de pasteurizacién, por lo que la
industria lactea necesita contar con una técnica para la deteccion de la
adulteracion con lactosuero en la leche cruda, debido a que en el pais no se
cuenta con las normas técnicas ni un protocolo de dicha técnica, por lo que su
implementacion se convierte en una herramienta valiosa para la industria lactea.

La compafia Productos Naturales de la Sabana S.A. (Alqueria), una de las
empresas mejor posicionadas en esta industria y la Pontifica Universidad
Javeriana quieren ser pioneros en el desarrollo de la misma para poder llevar a
cabo estos andlisis siempre buscando una mejor calidad en la leche cruda y por
ende en los producto que se le ofrece al consumidor final.

® ALCAZAR MONTARNEZ, Op. cit.
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1. GENERALIDADES

La leche se entiende como el producto integral del ordefio total, en condiciones de
higiene que da la vaca lechera en un buen estado de salud y alimentacion, sin
aditivos de ninguna especie. La fraccion proteica de la leche contiene un gran
ndamero de compuestos bioldgicamente activos. Ademas de las proteinas de la
leche (caseinas, albumina y globulinas), existen también pequefias cantidades de
otras proteinas y péptidos. Estos péptidos, que son inactivos dentro de la
secuencia de la proteina nativa, pueden ser liberados por hidrdlisis enziméatica, por
ejemplo, durante la digestion gastrointestinal o durante el procesado del alimento.
Estos péptidos bioactivos procedentes de proteinas lacteas presentan una
actividad moduladora de numerosos procesos metabodlicos del organismo
(catabolismo y anabolismo). Asimismo, las proteinas del suero lacteo representan
una mezcla variada de proteinas secretadas, tales como alfa-lactoalbimina, alfa-
lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, quimosina, C-GMP
y una gran cantidad de factores de crecimiento. Estas tienen una serie de efectos
bioldgicos, que van desde un efecto anticancerigeno hasta efectos en la funcion
digestiva®.

La caseina hace parte de un grupo de proteinas secretadas en la leche de la
mayoria de los mamiferos, es una fosfoproteina producida por cuatro genes que
codifican para las caseinas as1, Os2, B Y K, las cuales se organizan en forma de
micelas o unidades solubles’®. La k-caseina tiene un alto contenido de
aminoacidos esenciales que se separan de la parte acuosa por accion de enzimas
como la quimosina, dos fracciones se originan el fragmento para-k caseina, el cual
precipita en la elaboracién de quesos debido a su hidrofobicidad y el fragmento
correspondiente al C-GMP que es soluble. Dentro de las caseinas de la leche, la
k-caseina tiene gran influencia en la composicion de la leche en relacién con su
capacidad de coagulacién, tasa de formacion de la cuajada y vigor del coagulo en
la produccion de queso para consumo humano. El conocimiento de los factores
que definen el nivel de k-caseina en la leche es de relevancia para los productores
y procesadores, puesto que la elevacion de su contenido puede derivar en un
mayor rendimiento del producto para la elaboracién de derivados lacteos y, a su
vez, en un mayor beneficio econémico™*.

El lactosuero de queseria es un subproducto liqguido obtenido después de la
precipitacion de la caseina durante la elaboracion del queso. Contiene
principalmente lactosa (4,5 % p/v), proteinas (0,8% p/v), sustancias de importante
valor nutritivo, minerales, vitaminas y grasas. Lo que hace que tenga

® BARO, L., JIMENEZ, J., MARTINEZ FEREZ, A. y BOUZA, J. Péptidos y proteinas de la leche con
Poropiedades funcionales. Espafia. Vol. 42 No. 3-4. 2001; p. 135 — 145.

GUEVARA GARAY, L. U., CUERTAS CASTANO, D. A. y LLANO NARANJO, F. Kappa caseina
de la leche: aspectos bioguimicos, moleculares, productivos y nutricionales. Risaralda, Colombia.
Vol. 20 No. 1. 2014; p. 29 — 33.

" Ibid.
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caracteristicas similares a las de la leche cruda y por esta razon es utilizado como
un adulterante ya que esto dificulta su detecci6n'®. La composicion y tipo de
lactosuero varia considerablemente dependiendo del tipo de leche, tipo de queso
elaborado y la tecnologia empleada para la precipitacion de la caseina; si en la
coagulacion de la leche se utilizan enzimas (quimosina, renina) el lactosuero se
denomina dulce, que esta basado en la coagulacion por la accion de la renina a
pH superiores 6,5, y si se emplean &acidos organicos (acido citrico, formico,
acético, malico) se denomina lactosuero acido, resulta del proceso de
fermentacion o adicibn de acidos organicos o acidos minerales (acido
sulfarico, acido clorhidrico) para coagular la caseina en la elaboracion de quesos
frescos™. El lactosuero cuenta con una serie de factores que favorecieron su
valorizacion, logrando que se utilice como materia prima de productos de alto valor
nutritivo y no sea Unicamente un desecho industrial altamente contaminante. Sus
posibles usos puede ser la obtencion de concentrados de proteina de suero para
productos bajos en grasa, derivados proteicos de suero en postres y productos de
confiteria y obtencion de aislados de suero (WPI) entre otros™*.

El C-GMP es un glicomacropéptido C-terminal que se escinde de la molécula de k-
caseina por la accion de la quimosina durante la precipitacién de las caseinas en
el proceso de elaboracion del queso. EI C-GMP es hidrofilico y se mantiene en
suspension en la fraccidén del suero mientras que la seccién restante (para kappa-
caseina) de la k-caseina precipita para formar parte del cuajo. EI C-GMP tiene un
peso molecular de 8.000 Dalton, es un glicopéptido que forma agregados a pH
neutro y contiene un 50-60% de carbohidratos en su composicion (galactosa, N-
acetil-galactosamina y acido N- neuraminico). Es rico en aminoacidos de cadena
ramificada (4acido glutdmico, lisina y alanina)'®, deficiente en metioninay no
contiene fenilalanina. EI C-GMP ha mostrado capacidad de neutralizar toxinas
microbianas, inhibir la adhesién de bacterias cariogénicas o de virus de la gripe.
Regula el sistema inmune y promueve el crecimiento de las bifidobacterias (un
grupo de bacterias que normalmente viven en los intestinos)'®. Ademas, regula la
circulacién sanguinea y tiene accion antihipertensiva y antitrombética. C-GMP
presenta propiedades sobre el sistema digestivo, reduce las secreciones gastricas
y la movilidad estomacal. Ademas, estimula la liberacién de colecistoquinina,

2 PARRA HUERTAS, R. A. Lactosuero: importancia en la industria de alimentos. Medellin,

Colombia. Vol. 62, No. 1. 2009; p. 4967 — 4982.

13 .

Ibid.
Y PARZANESE, M. Tecnologias para la industria alimentaria. Procesamiento de lactosuero.
Alimentos  Argentinos, una  eleccién natural; p. 1 - 9 disponible en:

http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Tecnhologia/tecnologia/Ficha_13_Lactosuer
o.pdf

' RAJAN SHARMA, Op. cit.

' BRUNSER, O. El papel de las bifidobacterias en el funcionamiento del organismo humano.
Santiago, Chile. Vol. 40, No. 3 (27, agosto, 2013); p. 303 — 308.
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hormona relacionada con la saciedad. El glicomacropéptido contiene acido sialico
que le confiere beneficios sobre el desarrollo cerebral y potencia el aprendizaje®’.

La adulteracién es un acto intencional de degradar la calidad; bien sea por una
mezcla, sustitucion o la eliminacion de algunos de sus componentes o cuando se
oculten los defectos en la calidad sanitaria o lo etiqueta no corresponda a las
especificaciones de su autorizacion®®.

Algunos alimentos suelen ser adulterados con el fin de obtener un beneficio
econdémico mayor. Los alimentos de la industria lactea en Colombia se encuentran
regulados por el decreto 616 de 2006, en el cual se expidié el reglamento técnico
gue sefiala los requisitos que debe cumplir la leche para el consumo humano que
se obtenga, procese, envase, transporte, comercialice, expenda, importe o exporte
en el pais. Mencionamos algunos de los parametros del decreto que influirdn en la
realizacion del proyecto:

“Articulo 6°. Caracteristicas fisico quimicas de la leche cruda para consumo
humano directo. La leche cruda para consumo humano directo debe cumplir con
las caracteristicas fisicoquimicas establecidas en el Articulo 16 del Decreto 616 de
2006 y en las normas que lo modifiquen, adicionen o sustituyan. Adicionalmente,
debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

1. La leche liquida proveniente de animales bovinos debe como minimo contener
2,9% de proteina.

2. Debe estar libre de adulterantes, neutralizantes y conservantes.

3. Los niveles de sustancias tales como contaminantes quimicos (metales
pesados, residuos de medicamentos veterinarios, plaguicidas, entre otros) y
toxinas, se deben regir por normas oficiales o en su defecto las normas

internacionales del Codex Alimentarius®®”.

Dentro de las diferentes técnicas que existen para el control de la adulteracion
esta la cromatografia liquida de alta eficacia o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada
frecuentemente en bioquimica y quimica analitica. También se le denomina
cromatografia liquida de alta presidén o cromatografia liquida de alta resolucién
aungue esta terminologia se considera antigua y esta en desuso. El HPLC es una
técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la
columna cromatogréfica?®>. Una columna de exclusiébn molecular separa dos

' RAJAN SHARMA, Op. cit.

® RANGEL, A.C., RODRIGUEZ, V.C. y MARTINEZ, N. Determinacién de adulterantes en leches
crudas acopiadas en procesadoras de quesos en Monteria. Cérdoba, Colombia. Vol. 17, No. 2 (27,
noviembre, 2013); p. 202 — 206.

Y SALAMANCA, Op. cit.

%% AGUILAR, M. HPLC of peptides and proteins methods and protocols. Australia. Humana Press,
2004. p. 3—-4.
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componentes a partir de su tamafo, las dimensiones varia dependiendo del
volumen de la muestra, es importante sefialar que el tamafio molecular real no son
siempre iguales cuando se comparan diferentes compuestos, uno puede tener una
estructura menos densa, mientras que otros tienen una estructura mas densa, por
lo que tienen diferentes tamafios moleculares asi tengan los mismos pesos
moleculares?.

Actualmente se cuentan con referentes internacionales, normativas vy
publicaciones en los cuales se permite detectar la adulteracién de la leche liquida
y en polvo con suero de queseria en los que se usa la técnica HPLC como el
diario oficial de las comunidades europeas en el anexo XVIII*? y en la norma
técnica ecuatoriana para la deteccién de lactosuero por HPLC?, y el real decreto
2021/1993 de 19 de noviembre, por el que se aprueba un método oficial de
andlisis de leche y productos lacteos, en Espafia **, entre otros referentes.

Aparte de la técnica HPLC se disponen de otros métodos también utilizados para
la detecciéon del C-GMP entre los cuales estd la electroforesis en gel de
poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), el cual se ha utilizado
ampliamente para separar proteinas nativas y desnaturalizadas® %. En algunos
paises esta técnica ha sido util para detectar adulteracion de leche con lactosuero;
el método colorimétrico, en el cual por medio de precipitacidbn de proteinas se
busca una relacion de é&cido sialico con &cido tiobarbiturico?’, la electroforesis
capilar ha demostrado ser una técnica util en el andlisis de proteinas, péptidos y
glicoformas, en el cual pequefias cantidades de liquido se inyectan en un canal de
separaciéon mediante el uso de tampdn de inyeccion, las sustancias se separan
con base a su movilidad electroforética la cual es proporcional al tamafio en el
interior del tubo?®. De todas las técnicas mencionadas se seleccion6 HPLC porque

*! |bid. p. 63 — 64.

Norma Oficial. Investigacion del suero de leche en polvo en la leche desnatada al
almacenamiento publico mediante determinacién de los glicomacropéptidos por cromatografia
liquida de alto rendimiento. Vol. 1, No. 1. 2001, p. 63 - 68.
> TRIANA, L. Determinacién de suero de queseria en la leche fluida y en polvo. Método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia. Norma Técnica Ecuatoriana. NTE 2401. 2008. P. 1 — 12.

4 Real Decreto. Método oficial de analisis de leche y productos lacteos. Espafa. (3, enero, 1994);
. 62 — 64.

B GALINDO AMAYA, L. M., COLMENARES, E. V. y VILLAROEL, E.R. Estandarizacién de la

deteccion del glicomacropéptido por PAGE-SDS como indice de adulteracion de leche. Maracaibo,

Venezuela. Vol. 16, No. 3. 2006; p. 308 — 314.

2 URBAN, G., PEREZ, N., VEGA, S., FRESAN, C., PEREZ. J., PRADO, G., GONZALEZ, M.,

GONZALES, C. y RAMIREZ, A. Separacion por electroforesis (PAGE-SDS) del

caseinomacropeptido liberado por quimosina sobre la k-caseina. Efecto de protedlisis por bacterias

psicrotrofas. México D.F. Vol. 26, No. 2. 1998; p. 110 — 120.

*’ RAJAN SHARMA, Op. cit.

% |SIDRA RECIO, M. R., GARCIA RISCO, R. L. y AGUSTIN OLANO, M. R. Detection of rennet

whey solids in UHT milk by capillary electrophoresis. Madrid, Espafia. Vol. 10, No. 5. 2000; p. 333 —

338.
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su tiempo de corrida es menor comparada con una electroforesis, por la exactitud
y valores cuantitativos en los resultados obtenidos® *°.

? MIRALLES BURAGLIA, B. Deteccion de caseinato y suero en leche y productos lacteos

mediante técnicas electoforeticas, cromatogréaficas y espectroscopicas. Madrid, Espafa. 2001; p. 1
— 231.

% RAMIREZ AYALA, A., VEGA Y LEON, S., PRADO FLOREZ, G. Y GUTIEREZ, R. Aplicacién de
tres métodos analiticos para la deteccion de suero de queseria en leche UHT comercializada en la
cuidad de Mexico. Venezuela. Vol. 34, No. 6. (junio, 2009); p. 406 — 412.
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2. IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA

Existen diversos antecedentes para realizar la cuantificacion del C-GMP por
HPLC, se seleccion6é una técnica en la cual se especific6 una metodologia de
replicar encontrada en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas Anexo
XVIII, “La investigacion del suero de leche en polvo en la leche desnatada en
polvo destinada al almacenamiento publico mediante determinacion de los
glicomacropéptidos por cromatografia liquida de alto rendimiento (CLHP)”.

A continuacion se presenta en diagrama de flujo general para la implementacion
de la metodologia:

Figura 1. Diagrama de flujo general de la implementacion de la
metodologia.
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2.1 SELECCION DE CONDICIONES

2.1.1 Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia. Equipo HPLC
SHIMADZU el cual esta comprendido por bomba, inyector automatico, una
columna KW-802.5, de longitud 30 cm, horno de columna con termostato
regulador, detector por luz ultravioleta de onda variable, que permita efectuar
mediciones a 205 nm con una sensibilidad de 0,008 A y un integrador.

Figura 2. Cromatografo shimadzu HPLC ubicado en el laboratorio de
macromoléculas de la Pontifica Universidad Javeriana.

2.1.2 Reactivos.

Tabla 1. Reactivos y grado de calidad.

Reactivo Grado de calidad

Acido tricloroacetico PA-ACS

Agua tipo | PA-ACS
Fosfato di-potasico PA
Fosfato mono-potasico PA
Sulfato de sodio PA
Acido orto fosforico PA
hidroxido de potasio PA
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2.1.3 Preparacion de las muestras leche cruda. Se evidencia en el diagrama de
flujo de la preparacion de las muestras desde el momento de recoleccion de la
leche cruda en la planta de acopio hasta tener la muestra lista para la corrida.

Figura 3. Diagrama de flujo de preparacion de muestras.
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2.1.3.1 Lactosuero. A partir de 10 litros de leche se obtiene una cantidad de 1 a 2
kg de queso y de 8 a 9 kg de lactosuero®, el fabricante especifica que una pastilla
de cuajo que pesa 0,56 g se usa para 50 L de leche por lo que para su
preparacion se le agregan 1,12 mg de cuajo comercial a un litro de leche cruda a
una temperatura de 36 °C y se deja en reposo por un tiempo de 30 min, luego se
separa el precipitado del sobrenadante, se filtra al vacio y por centrifugacion para
separar los residuos sobrantes, se recolecta el sobrenadante (lactosuero) y se
almacena a una temperatura de 40C, hasta su uso.

2.1.3.2 Preparacién de los patrones a partir de leche cruda. Las muestras
recolectas para cada ensayo fueron trasportadas en refrigeracibn a una
temperatura de 4 °C, homogenizar bien las muestras y trasvasar 20 ml a un vaso
de precipitado de 50 ml, a temperatura ambiente, luego afiadir en un tiempo de 2
min una cantidad de 10 ml de la solucién de acido tricloroacético (disolver 240 g
de acido tricloroacético en agua para HPLC y completar hasta 1000 ml), con una
concentracion 2 M, agitando constantemente y mantener a una temperatura de
25°C durante un tiempo de 60 min. Centrifugar por un tiempo de 10 minutos a una
velocidad de 3000 rpm y con ayuda de una jeringa de 30 ml recolectar el
sobrenadante para pasar por un filtro de membrana de diametro de poro 0.22 uymy
recolectar 2 ml del sobrenadante en un vial de HPLC.

! PARRA HUERTAS Op. cit.
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2.1.4 Condiciones cromatogréaficas.

Figura 4. Diagrama de flujo de corrida cromatografica
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Las condiciones cromatograficas que se muestra fueron optimizadas a partir de la
inyeccion de estandares de leche cruda adulterada con lactosuero a diferentes
concentraciones en el sistema HPLC.

31



Figura 5. Esquema basico de un cromatoégrafo.
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2.1.4.1 Columna. Al no contar con la misma columna TSK 2000 SW (30 cm de
longitud, didmetro interno de 0.75 cm) definida, se buscé una columna equivalente
la KW 802.5 Shodex (30 cm de longitud, didmetro interno 0.8 cm), columna
cromatografica de exclusion de tamafio a base de silice, el limite de exclusion para
proteinas es de 150.000 Da, el tamafio de poro méaximo es de 400 A.

2.1.4.2 Fase movil. La composicion de la fase mévil que se trabajo fue un buffer
compuesto de 1,74 g de fosfato dipotasico (koHPO,), 12,37 g de fosfato
monopotasico (KH,PO,4) y 21,41 g de sulfato de sodio (Na,SO,) disolver en 700 ml
de agua para HPLC aproximadamente. Ajustar, si es necesario, a pH 6,0 con
ayuda de una solucion de acido fosforico o de hidroxido de potasio, con
concentracion de 0,1 M con la ayuda de un balon aforado se lleva hasta 1000 ml
con agua para HPLC y homogenizar. Se filtrar la solucion sobre un filtro de
membrana de 0,2 2um de didmetro de poro.

2.1.4.3 Acido Tricloroacético. Disolver 240g de é&cido tricloroacético en agua
para HPLC y completar hasta 1000ml. Concentracion de 2 M.

2.1.4.4 Detector. Detector por luz ultravioleta de longitud de onda variable, que
permita efectuar mediciones a 205 nm de una sensibilidad de 0.008 A. debido a
gue el C-GMP carece de aminoacidos arométicos no tiene absorcion a 280 nm, se
determiné que el C-GPM se detecta solo en la gama de 205 nm a 226 nm*,

%> RAJAN SHARMA, Op. cit.
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2.2 ADULTERACIONES DE MUESTRAS

Con las condiciones que se proponen anteriormente se decide realizar las
primeras pruebas para observar el comportamiento de la leche cruda libre de
adulterante con respecto a las otras muestras variando el porcentaje de
adulteracion con lactosuero.

Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el
porcentaje de adulteracion (2,5% 5% 7,5% 10% 12,5% 15% (m/m) y leche cruda).
Se tomaron los porcentajes masa a masa debido a que en la norma oficial de las
comunidades europeas en la metodologia esta descrito de esta manera para lo
cual se pesaron 20 g de muestra y se tomaron 20 ml para realizar la preparacion
de muestras y la corrida cromatografia ya explicadas anteriormente

2.3 OBTENCION LACTOSUERO

Hay diferentes maneras de obtener el lactosuero dependiendo el tratamiento o
proceso que se le aplique. Se quiere determinar como se comportan los diferentes
lactosueros en la leche cruda en un mismo porcentaje de adulteracion. Se
preparan las muestras de los diferentes tratamientos y procesos de lactosuero de
la siguiente manera:

2.3.1 Lactosuero estandar. Es el lactosuero que ya se describié anteriormente en
los pardmetros de andlisis, se prepara una cantidad de 150 ml de leche lo que le
corresponde a un peso de 0,00168 g de la pastilla de cuajo que fueron pesados en
una balanza analitica de precision porque tiene mas cifras significativas y el
resultado es mas exacto.

2.3.2 Lactosuero casero. Es un lactosuero recolectado de una preparacion
casera en la cual no se tiene estandarizado la proporcionalidad de cuajo y leche
cruda es una adicion de cuajo relativa.

2.3.3 Lactosuero en polvo. Se pesa 6,45 g de suero en polvo en la balanza
analitica, luego se afora en un bal6n hasta obtener una cantidad de 100 ml de
solucion, se agita constantemente hasta formar una sola solucion y se pone a
refrigerar.

2.3.4 Lactosuero liofilizado. Se tomé una muestra del lactosuero estandar, y se
pasé por un proceso de liofilizacion que consiste en deshidratar la muestra
sometiéndola a una rapida congelacién y eliminar el hielo mediante un ligero
calentamiento al vacio que lo transforma en vapor, la muestra resultante queda en
polvo para poder conocer la relacion que hay de agua y lactosuero, ya finalmente
se agrega la correspondiente agua que estaba en su estado inicial.
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En su procedimiento primero se peso el tubo concavo sin muestra con un peso de
13,6351 g, se le agrego 20 ml de lactosuero liquido quedando con un peso de
33,9888 g, la diferencia de peso del tubo céncavo sin muestra y con muestra fue
de 20,3537 g, luego se congelo con nitrégeno liquido y se pudo a liofilizar durante
un dia completo, luego de haber deshidratado la muestra el peso del tubo céncavo
era de 14,9264 g por lo que la muestra en si pesaba 1,2913 g. Al realizar la
conversion de porcentaje de lactosuero en polvo con respecto a los datos
obtenidos se obtuvo

1,2913
% lactosuero = m*mo = 6,34%

2.3.5 Preparacién de muestras con lactosuero. La preparacion de las muestras
fueron las siguientes: leche cruda sin adulterar, leche cruda con lactosuero
estandar al 5% y 10%, leche cruda con lactosuero casero al 5% y 10%, leche
cruda con lactosuero en polvo al 5% y 10% y leche cruda con lactosuero liofilizado
al 5% y 10%.

Se prosigue con la respectiva preparaciéon de muestras y corrida cromatogréfica.
2.4 COAGULACION ENZIMATICA

Segun las pruebas anteriores los lactosueros se comportaban de diferentes
maneras por lo que se decidi6 verificar si la concentracion de cuajo afecta o
produce alguna variacion en la preparaciéon del lactosuero estandar, y por
consiguiente en los resultados obtenidos.

2.4.1 Preparacion de lactosuero variando concentraciones. Una pastilla de
cuajo comercial pesa 0,56 g y alcanza para 50 litros de leche, entonces la
concentracion de cuajo se determind de la siguiente manera:

2.4.1.1 Menor concentracion. Una pastilla de cuajo para 70 litros de leche, la
relacion es 0,008 mg de cuajo sobre mililitro de leche, entonces se prepararon 430
ml de leche que equivale a 3,44 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 3,40
miligramos de cuajo en balanza analitica de precision.

2.4.1.2 Concentracion estandar. Una pastilla de cuajo para 50 litros de leche, la
relacion es 0,011 mg de cuajo sobre ml de leche, entonces se prepararon 430 ml
de leche que equivale a 4,816 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 4,85
mg de cuajo en balanza analitica de precision.

2.4.1.3 Mayor concentracion. Una pastilla de cuajo para 30 litros de leche, la
relacion es 0,019 mg de cuajo sobre ml de leche, entonces se prepararon 430 ml
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de leche que equivale a 8,02666 mg de cuajo, se pesaron experimentalmente 8,05
mg de cuajo en balanza analitica de precision.

Se utiliza la preparacion de lactosuero anteriormente descrito para los de menor
concentracion, la estandar y la de mayor concentracion.

2.4.2 Muestras. Se toman las muestras con concentraciones diferentes y
porcentajes de lactosuero del 5% y 10%, cada una por duplicado, las muestras de
mayor concentracion sera la relacion 1/30, las muestras de concentracion
estandar 1/50 y las de menor concentracion 1/70. Se realiza su respectiva
preparacion de muestras y corrida cromatografica

2.5 MADURACION DE LECHE

Se realiza una recoleccion de muestras por siete dias y se analizaron al mismo
tiempo para observar el comportamiento a mayor madures de la leche cruda.
Desde el dia sabado hasta el dia viernes.

Se recogieron muestras de leche cruda en envases de plastico, almacenandolos
en una nevera para mantener su cadena de frio a una temperatura de 4°C por un
tiempo de siete dias. Se tomaron de la siguiente manera, el dia sabado dos
muestras, el dia domingo dos muestras, y los dias lunes, martes, miércoles,
jueves y viernes se recogieron de a tres muestras; de diferentes compartimientos
del camién donde se trasporta la leche. Todas las muestras se recogieron en una
hora aproximada de 10 de la mafiana. Luego el dia lunes (10 dias después de
haber recogido las primeras pruebas del dia domingo) se realizd el proceso
correspondiente a preparacion de muestras y corrida cromatografica de las
muestras recogidas durante toda la semana.

2.6 LIMITE DE DETECCION

Se determinar el limite minimo de deteccién a porcentajes menores al 2,5% de
adulteracion entre los rangos de 0,01% a 2,5%; para poder saber si en porcentajes
minimos de adulteracién con lactosuero se puede identificar y observar por medio
de una curva de calibracion si mantiene su linealidad.

Se toman las siguientes muestras de leche cruda agregando lactosuero variando
el porcentaje de adulteracién (0,01% 0,1% 0,5% 1% 1,5% 2% 2,5% y leche cruda)
los porcentajes expresados m/m, se tomaron como pesos de las muestras 50 g.
Finalmente se realiza la preparacion de muestras y corrida cromatografica.
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2.7NIVELES DE PRECISION

2.7.1 Reproducibilidad. Se desea reproducir el proceso que se ha venido
realizando para observar como se comporta la leche con diferentes porcentajes de
adulteracion, por lo que dos personas totalmente diferentes siguiendo la
preparacion de muestras y corrida cromatografica realizan su procedimiento por
aparte, con el fin de determinar que cualquier persona puede efectuar estos tipos
de analisis.

La persona N° 1 toma cuatro muestras variando el porcentaje de lactosuero de la
siguiente manera (5%, 10%, 15% y leche cruda) los porcentajes expresados m/m.
Se tomaron como pesos de las muestras 50 g. EI mismo procedimiento lo realiza
la persona N° 2.

Se deja el mismo tiempo de adulteracién de las pruebas anteriores, se realiza la
preparacién de muestras y corrida cromatografica antes ya explicadas.

2.7.2 Repetibilidad. Se analiza una serie de pruebas con repeticién para poder
tener un analisis estadistico, obtener asi un promedio y finalmente realizar una
curva de calibracibn del porcentaje de lactosuero con respecto al area
cromatografica a partir de pruebas de leche cruda agregando lactosuero variando
el porcentaje de adulteracion.

Se prepararon muestras de leche cruda agregando lactosuero variando el
porcentaje de adulteracion (2,5% 5% 7,5% 10% 12,5% 15% 20% Yy leche cruda)
porcentajes en peso a peso, con repetibilidad de cada prueba de 4 veces, y con
tiempo de adulteracion de 3 horas y de 8 horas para todas las muestras.

Se prepararon 4 litros de fase movil para la cantidad de muestras que se van a
correr, al igual que 1 litro de TCA para la precipitacion de las proteinas. Se
tomaron como pesos de las muestras 70 g, Se realiza la preparacion de muestras
correspondiente, y la corrida cromatografica se deja con un sistema de apagado
debido al tiempo de corrida; primero las pruebas de 3 horas y después a las de 8
horas.
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3. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

Se aplico la técnica analitica de HPLC, basado en el area cromatografica y el
tiempo de retencion, para detectar la adicion fraudulenta de lactosuero en la leche
cruda buscando una estandarizacion de la misma.

3.1SELECCION DE CONDICIONES

Se establecieron condiciones como tipo de columna, flujo, inyeccion, tiempo de
corrida y tiempo de adulteracion para empezar a realizar las primeras pruebas de
adulteracion con lactosuero.

3.1.1 Columna. Teniendo en cuenta que la columna shodex SW 802.5 maneja un
intervalo de temperatura entre 10°C a 45°C. Se trabaja isobaricamente a 40°C por
lo que a una temperatura mas alta la fase moévil se vuelve menos viscosa y la
presion no supera el limite permitido que es de 720 psi, segun las
especificaciones del fabricante para su uso. Se puede trabajar a temperatura
ambiente pero su poder de resolucion es ligeramente menor.

3.1.2 Flujo e inyeccién. Usando la fase movil ya descrita se empez6 a subir el
flujo de a 0,1 ml por minuto hasta llegar a 1 ml por minuto como dice la norma de
las comunidades europeas®, al realizar la primera inyeccién de 20 pL el equipo
muestra un error debido a que supero la presibn maxima establecida (720 psi) por
lo que se decidié trabajar con un flujo de 0,9 ml por min.

3.1.3 Tiempo de corrida. Para establecer el tiempo de corrida se tuvo en cuenta
que la sefial de interés referenciada se encuentra a los 15,5 minutos® y al
observar en la primera corrida programada a una hora, ver figura 6, que después
de 35 minutos no aparece otra sefial que afecte el siguiente cromatograma, se
programé un tiempo de corrida de 35 minutos.

¥ Norma Oficial. Op. cit
* Ibid
* Norma Oficial. Op. cit.
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Figura 6. Cromatograma de leche con adicion del 10% (m/m) de lactosuero.
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Figura 7. Cromatograma referenciado en norma ecuatoriana.

3.1.4 Tiempo de adulteracion. En el primer ensayo se adulteraron las muestras e
inmediatamente se les realizo el pre-tratamiento para lo que obtuvimos dos
Cromatogramas uno de leche cruda sin adulterar y otro de leche cruda adulterada
con lactosuero al 10% (m/m) y no se observa ninguna variacion en la sefal de
interés, ver figura 8, por lo que se resolvidé dejar un tiempo limite de adulteracion
de tres horas debido a que este es el tiempo minimo que dura el recorrido de la
leche cruda entre la finca productora y la planta de acopio.
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Figura 8. 1) Cromatograma de leche exenta de lactosuero,
2) Cromatograma de leche con adicion del 10% (m/m)
de lactosuero sin tiempo de adulteracion.
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3.2 ADULTERACIONES DE MUESTRAS

Luego de establecer las condiciones de corrida se decide realizar las primeras
pruebas en el que se hacen adulteraciones variando el porcentaje de lactosuero
de 0% a 15%.

En el procedimiento de la técnica se tomaron para cada muestra 20 g, los pesos
de cada muestra se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2. Pesos de leche cruda y lactosuero a diferentes porcentajes de
adulteracion.

Porcentaje (%) Peso leche cruda (g) Peso lactosuero (g)

0 20 0

2,5 19,5 0,5
5 19 1

7,5 18,5 15

10 18 2

12,5 17,5 2,5

15 17 3
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Ademas después de precipitar las proteinas con acido tricloroacetico y esperar los
60 minutos se centrifuga para lo que se tiene que tener en cuenta los pesos para
cargar la centrifuga , Colocar los tubos de modo que las cargas que tienen la
misma masa o peso queden colocadas de forma opuesta en el rotor, si se tiene un
namero impar de muestras para ser cargadas, se coloco otra muestra de igual
peso a modo de siempre formar pares opuestos de igual peso; nunca colar un
namero impar de muestras dentro de la centrifuga, utiliza la balanza para estar
seguro de la igualdad de los pesos, se calculan los pesos de los tubos de
centrifugacion porque deben de tener un peso similar con una incertidumbre de *
0,3 gramos para poder centrifugar de la mejor manera, los pesos de los tubos
concavos se pueden observar en la tabla 3.

Tabla 3. Correccidn de los pesos en tubos concavos para una
centrifugacion mas adecuada.

Porcentaje (%) Peso tubos céncavos Correccion de pesos

15 41,06 42,06

12,5 42,16
10 42,61

7,5 40,74 42,56
5 41,18 42,43

25 42,51
0 44,69

Agua 44,60

Seguir con la centrifugacion y filtracion descrita en el diagrama de preparacion de
las muestras de leche cruda, y se hace la corrida cromatografica hasta obtener los
cromatogramas.

Al obtener los cromatogramas de las muestras realizadas se pudo evidenciar un

incremento proporcional de la sefial cromatografica de interés en el tiempo de
retencion de 9,8 minutos, ver figura 9.
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Figura 9. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 2.5% de
lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de
lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero con un
interés de la sefial en tiempo de retencion de 9,8 minutos.
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En los cromatogramas obtenidos de las muestras analizas se ve una similitud con
los cromatogramas que tenemos como referentes bibliograficos en los que
muestran una tercera sefal cuyo tiempo de retencién reportado es de 15,5 + 1
minutos con la columna TSK 2000 SW vy el flujo de la fase mévil de 1ml/min; al
trabajar con una columna homologa (columna de exclusion KW-802.5 Shodex ) y
con un flujo de fase mévil de 0,9ml/min se obtuvo una sefial a los 14 minutos, la
cual corresponde a el GMP. Pero adicional al trabajar con estas condiciones
encontramos una primera sefial con tiempo de retencion de 9,8 minutos que no se
encuentra reportada pero en la cual se observa una proporcionalidad en el area
cromatografica con respecto al porcentaje de adulteracion, por lo que se decidid
trabajar en base a esta sefial cromatografica.

3.3 OBTENCION DE LACTOSUERO

Se hizo el correspondiente proceso de preparacion de las muestras con los
diferentes tratamientos y procesos para la obtencion de lactosuero con leche
cruda en el que se tomaron como peso de las muestras 50 g, todas estas
adulteraciones se hicieron al 10% m/m, los pesos obtenidos de las muestras se
pueden observar en la tabla 4.
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Tabla 4. Pesos de leche cruda; y de diferentes procesos y tratamientos para
la obtencion del lactosuero adulterados al 10% peso a peso.

Muestras Peso leche cruda (g) Peso lactosuero (g)
Leche cruda 50,04 0
Lactosuero liofilizado 45,07 5,02
Lactosuero liquido 45,03 4,99
Lactosuero en polvo 45,02 5,06
Lactosuero casero 45,04 5,00

Se prosigue con esperar el tiempo de adulteracién y la precipitacion de las
proteinas, luego antes de centrifugar nuevamente se toman los pesos de los tubos
concavos donde se encuentran las muestras, ver tabla 5.

Tabla 5. Correccion de pesos de los diferentes procesos y tratamientos para
la obtencién de lactosuero para una centrifugacion mas adecuada.

Muestras Peso tubos céncavos (g) Correccion de pesos (Q)
Leche cruda 43,76 43,95
Lactosuero liofilizado 43,96
Lactosuero estandar 43,86 44,00
Lactosuero en polvo 44,01
Lactosuero casero 44,27
Agua 44,26

Se centrifuga y se filtra descrita en el diagrama de preparacion de las muestras de
leche cruda. Quedando listo para la corrida cromatografica.

Los cromatogramas de las muestras con los diferentes tratamientos y procesos
para la obtencion de lactosuero se pueden evidenciar en la figura 10.
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Figura 10. 1) Cromatograma de leche cruda sin adulterar, 2) Cromatograma
de leche cruda con adulteracion de lactosuero en polvo, 3)
Cromatograma de leche cruda con adulteracion de lactosuero
estandar, 4) Cromatograma de leche cruda con adulteracion de
lactosuero liofilizado, 5) Cromatograma de leche cruda con
adulteracion de lactosuero casero. Todas estas adulteraciones al
10% peso a peso.
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En la sefal de interés la leche cruda sin adulterar es el area con menor proporcion
con respecto a las demas, en las otras muestras con diferentes adulteraciones se
puede identificar que la sefial con mayor proporcion corresponde a la adulteracion
casera (el lactosuero que duro mucho mas tiempo de haberse preparado), por lo
gue se puede analizar que el lactosuero con mucho mas tiempo genera mas
cantidad de glicomacropéptido de caseina y ofrece una sefial mucho mayor con
respecto a las demas. Lo contrario ocurre con la muestra que se adultero con
lactosuero en polvo por lo que la sefial es la menor sin contar con la muestra de
leche cruda. Para las demas muestras de adulteracion con lactosuero liofilizado y
estandar dieron muy parecidas y aproximadamente en el promedio de las
muestras realizadas.

Hay diferencia en las muestras y en cada uno de los lactosueros porque se
comporta de una manera diferente. La sefial cromatografica de interés no se
mantiene constante en los diferentes lactosueros a pesar de tener las mismas
concentraciones de adulteracion con lactosuero, esto es debido tanto a la
inactividad de la enzima como la protedlisis del C-GMP.
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3.4 COAGULACION ENZIMATICA

En este ensayo se busca determinar la relacién de crecimiento de GMP en la
adulteracion variando en la concentracion de enzima (cuajo) en la preparacion del
lactosuero. Los pesos de las muestras que se realizaron variando la concentracion
de cuajo se pueden observar en la tabla 6, aparte la muestra de leche cruda que
sera el blanco del experimento. Las pruebas se realizaron por duplicado solo para
verificar si cada muestra se desarroll6 de la mejor manera.

Tabla 6. Pesos de leche cruda y lactosuero variando las concentraciones
de rennina (cuajo) por duplicado.

Muestra Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g)
Leche cruda 50,02 0
1/30-10% - 1 45,05 5,01
1/30-5% - 1 47,50 2,51
1/50 - 10% - 1 44,99 5,01
1/50-5%-1 47,50 2,49
1/70-10% - 1 45,04 5,03
1/70-5%-1 47,50 2,49
1/30 - 10% - 2 45,00 4,99
1/30 — 5% - 2 47,51 2,50
1/50 - 10% - 2 45,01 5,00
1/50 - 5% - 2 47,54 2,51
1/70 — 10% - 2 44,99 5,01
1/70 — 5% - 2 47,52 2,51

La correccion de los pesos para las muestras de concentracién de cuajo se puede
ver en la tabla 7.
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Tabla 7. Correccion de pesos de muestras de concentracion de rennina
(cuajo) variando el porcentaje de adulteracion, por duplicado, para
Una centrifugacion mas adecuada.

Muestras Peso tubos concavos (g) Correccion de pesos (Q)
1/30-10% - 1 41,76
1/30-5% - 1 43,02 41,71
1/50-10% - 1 43,45 42,25
1/50-5%- 1 42,29
1/70-10% - 1 43,07
1/70 -5% - 1 43,47 43,04
1/30 - 10% - 2 29,78
1/30 - 5% - 2 26,88 29,85
1/50 — 10% - 2 29,05
1/50 - 5% - 2 26,99 29,05
1/70 - 10% - 2 29,72
1/70 - 5% - 2 25,59 29,94
Leche cruda 26,60
Agua 26,64

Igual g en las demas pruebas se centrifuga, se filtra y se realiza la corrida
cromatografica.

Las muestras realizadas se comportan de diferentes maneras dependiendo de dos
factores, primero la concentraciéon del cuajo y segundo el porcentaje de
adulteracion; las muestras de mayor concentracion de cuajo la sefal
cromatografica aumenta, lo mismo que sucede con el porcentaje de lactosuero, las
muestras de 10% siempre fueron mayores a las de 5%, esto se puede evidenciar
en lafigura1lly 12.

Con los cromatogramas obtenidos se confrontaron todas las muestras con un
porcentaje de lactosuero del 5% comparando la leche cruda que es el blanco con
respecto a las tres diferentes concentraciones, ver figura 11. Y se hizo lo mismo
con los cromatogramas de las muestras con un porcentaje del 10% comparando la
leche cruda con las tres diferentes concentraciones, ver figura 12.
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Figura 11. 1) Cromatograma de leche sin adulterar, 2) Cromatograma de
menor concentracion de cuajo, 3) Cromatograma de la medida
estandar de cuajo, 4) Cromatograma de mayor concentracion
de cuajo. Las adulteraciones al 5%.
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Figura 12. 1) Cromatograma de leche sin adulterar, 2) Cromatograma de
menor concentracion de cuajo, 3) Cromatograma de la medida
estandar de cuajo, 4) Cromatograma de mayor concentracion
de cuajo. Las adulteraciones al 10%.

u

] Time 14803  Inen. 355306
500000+ i

450000@
4000005
350000%
aounuué
2500005

200000

150000
100000

50000

a0 as 100 105 110 115 12.0 125 13.0 135 14.0 145 min |

46



Tanto la concentracion de cuajo como el porcentaje de adulteracion son
importantes para determinar la cantidad de C-GMP. Entre mayor concentracion de
cuajo se utilice para preparar el lactosuero mayor sera la cantidad de C-GMP por
lo tanto el area cromatografica va a aumentar debido a que la enzima entra en
contacto con la leche va a romper la caseina y general C-GMP.

3.5 MADURACION DE LA LECHE

El principal factor de maduracion de la leche es su acidificacion, por lo que se
buscé una relacién entre en pH y el porcentaje de GMP para determinar su
afectacion.

Se tomaron los cromatogramas del primer compartimiento de las pruebas que se
recolectaron durante toda la semana, porque no habia una diferencia notable con
respecto a los demas compartimientos, ver Figura 13.

Figura 13. Cromatogramas de maduracion de la leche tomada del primer
compartimiento recogidas durante la semana.
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En la sefial cromatografica de interés no se observa diferencia significativa
dependiendo la madures de la leche, exceptuando la muestra recogida del dia
lunes del primer compartimiento. Por lo que no se puede afirmar una adulteracion
en esta muestra debido a que el dia lunes normalmente se hacen lavados y
cambio de personal, por lo que pudo haber un factor externo que no se puede
tener en cuenta.

En general no se observan cambios significativos entre la maduracion de la leche
y el area cromatografica de la sefial de interés en donde esta referenciado el
glicomacropéptido de caseina.

3.6 LIMITE DE DETECCION

Las muestras que se realizan son muestras con porcentajes desde 0,01% hasta
2,5% de lactosuero para mirar si se comportan de la misma manera que con
adulteraciones mayores como se realizd anteriormente.

En la preparacion de las muestras se toma los pesos expresados en miligramos
debido a que las cantidades para esos porcentajes son pequefias, por lo que se
utiliza una balanza de precision con varias cifras significativas, ver tabla 8.

Tabla 8. Pesos de leche cruda y lactosuero en las pruebas de limite de
deteccion en rangos de 0% a 2,5%.

% adulteracion Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g)

0 50 0

0,01 49,9944 0,0081

0,1 49,9524 0,0535

0,5 49,7491 0,2513
1 49,5002 0,5001

1,5 49,2493 0,7527
2 49,0016 0,9959

2,5 48,7484 1,2505

Luego de adulterar las muestras se realizo todo el procedimiento correspondiente
a preparacibn de muestras y corrida cromatografica. Se tomaron los
cromatogramas de las muestras realizadas y se observa la sefial de interés en el
tiempo de retencibn de 10 minutos, en la figura 14 se puede observar los
cromatogramas obtenidos de estas pruebas. Como la cantidad de lactosuero en
las que se adulteraron las muestras es minimo, se realiz6 un acercamiento a la
sefal de interés que se puede observar en la figura 15.
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Figural4. Cromatogramas de las muestras del limite de deteccion.
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Figura 15. Acercamiento de cromatogramas de las muestras del limite de
deteccion en la sefial de interés de 10 minutos de retencion.
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En la figura 15 sobresalen las muestras en las que se adultero a un 2,5% y 2%
con lactosuero a diferencia de las demas muestras que no se observa diferencia
significativa. Se toma el area cromatografica para poder realizar una curva de
calibracion y poder efectuar un mejor analisis de las muestras.
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El area cromatogréafica de las muestras de limite de deteccién se pueden observar
en la tabla 9.

Tabla 9. Area cromatografica de la sefial de interés con adulteraciones
en la leche cruda en rangos de 0% a 2,5%.

Muestras % Lactosuero Area GMP
1 0 0
2 0,01 3781
3 0,1 67626
4 0,5 64446
5 1 135994
6 15 99326
7 2 279467
8 25 304887

Con las areas obtenidas de los cromatogramas se observa una crecimiento
proporcional entre el area cromatogréfica de la sefial obtenida a los 9,8 minutos y
el porcentaje de adulteracion exceptuando el punto de 1,5% de lactosuero el cual
se tomo6 como un dato anémalo, por lo que no se tienen resultados por triplicado
para comparar la respuesta, y se calculé su valor a partir de la ecuacion (y =
121230 x + 16498) generada de la regresion lineal realizada con los otros datos
en los que se obtiene un coeficiente de correlacion de 0,9717.

Grafica 1. Curva de calibracién de las pruebas de limite de deteccion.
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Las muestras evidenciar una linealidad a medida que aumenta el porcentaje de
adulteracion, y teniendo en cuenta el muestreo andémalo se realizé un ajuste a la
recta de este punto y se obtiene un curva de calibracion por regresion lineal con
un R*=0,9717.

3.7NIVELES DE PRECISION

3.7.1 Reproducibilidad. Dos personas se encargan de realizar muestras por
separado desde porcentajes de adulteracion de 0% a 15%. Los pesos de las
muestras de la persona N° 1 se pueden evidenciar en la tabla 10.

Tabla 10. Pesos de leche cruda y lactosuero de pruebas de reproducibilidad
variando su porcentaje de adulteracion en rangos de 0% a 15% de
la persona N° 1.

% adulteracién Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g)
0 50 0
5 46,99 2,49
10 45,01 5,01
15 42,50 7,52

Luego la persona N° 2 realiza el mismo procedimiento de la persona N° 1, los
pesos de las muestras se pueden evidenciar en la tabla 11.

Tabla 11. Pesos de leche cruda y lactosuero de pruebas de reproducibilidad
variando su porcentaje de adulteracion en rangos de 0% a 15% de
la persona N° 2.

% adulteracion Peso leche cruda (g) Peso de lactosuero (g)
0 50 0
5 47,51 2,50
10 45,00 5,02
15 4251 7,51

Se tomaron los cromatogramas de las dos personas por aparte para poder
compararlos y mirar su diferencia entre ellos.

Al igual como se ha venido haciendo antes se analiza la sefial de interés en el
tiempo de retencion de 10 minutos, y ademas se realiza una curva de calibracion
para demostrar si presenta linealidad como en las pruebas de repetibilidad
anteriormente analizadas.
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Los cromatogramas obtenidos para la persona N°1 se pueden observar en la
figura 16 y para la persona N°2 en la figura 17.

Figura 16. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 5% de
lactosuero, 3) 10% de lactosuero, 4) 15 % de lactosuero con un
interés de la sefial en tiempo de retencién de 10 minutos para la
persona N° 1.
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Figura 17. Cromatogramas de las muestras 1) leche sin adulterar, 2) 5% de
lactosuero, 3) 10% de lactosuero, 4) 15 % de lactosuero con un
interés de la sefial en tiempo de retencién de 10 minutos para la
persona N° 2.
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El area cromatografica de las muestras de reproducibilidad para las dos personas
se pueden observar en la tabla 12.

Tabla 12. Area cromatografica de la sefial de interés de las pruebas de
reproducibilidad con adulteraciones en la leche cruda en
rangos de 0% a 15% para persona N° 1 y persona N° 2.

% Lactosuero Area persona N° 1 Area persona N° 2
0% 22994 11007
5% 624701 455134
10% 1510786 1283205
15% 2287730 1801865

Con las areas obtenidas de los cromatogramas se procede a realizar la curva de
calibraciéon por cada persona. La curva se genera con base a la sefial obtenida en
el tiempo de retencion de 10 minutos, para la persona N° 1 suministrando una
ecuacion de la recta (y = 2E+07x - 40491) con un coeficiente de correlacion de
0.9948, ver grafica 2. Y para la persona N° 2 suministrando la ecuacion de la recta
(y = 1E+07x — 42294), con un coeficiente de correlacion de 0.9869, ver grafica 3.

Grafica 2. Curva de calibracién de las pruebas de reproducibilidad para la
persona N° 1.
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Grafica 3. Curva de calibracion de las pruebas de reproducibilidad para la
persona N° 2.
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El area cromatografica de las dos personas son diferentes, las de la persona N° 1
siempre fueron mayores que la persona N° 2, la cual pudo haber sido por varios
aspectos, uno de ellos que el tiempo de adulteracion no haya sido el mismo o dos
gue no se agito correctamente luego de haber efectuado las adulteraciones.

A la hora de realizar la curva de calibracion con las areas cromatograficas los dos
resultados fueron muy buenos con coeficientes de correlacion mayores de 0,99.
Verificando asi que conserva su linealidad y es proporcional con respecto a los
porcentajes de adulteracién con lactosuero.

3.7.2 Repetibilidad. Se realiza pruebas por cuadruplicado de porcentajes de
adulteracion entre rangos de 0% a 20%. Para poder tener un promedio de las
areas cromatograficas con respecto al porcentaje de lactosuero.

Los pesos de las pruebas se pueden evidenciar en la tabla 13.
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Tabla 13. Pesos en gramos de las pruebas de repetibilidad.

% Pesos (g9)
adulteracién 1 2 3 2
leche Lacto. leche Lacto. leche Lacto. leche Lacto.
0 70,02 0 70 0 70,02 0 70,02 0
2,5 68,27 1,76 68,25 1,75 68,26 1,76 68,26 1,77
5 66,5 3,57 66,52 3,49 66,52 3,49 66,51 3,49
7,5 64,75 5,25 64,77 5,26 64,75 5,27 64,76 5,27
10 63,02 7,01 63,01 7,01 62,99 7,01 63,01 7,01
12,5 61,26 8,77 61,26 8,76 61,25 8,79 61,24 8,76
15 59,51 10,48 59,5 10,49 59,49 10,51 59,51 10,54
20 56,01 14,01 56 13,99 55,99 14 56 13,99

Al obtener los resultados se tomaron una serie de pruebas de las 4 realizadas
cada una con un tiempo adulteracion diferente para realizar los cromatogramas,
en la figura 18 se puede observar los cromatogramas de 3 horas de adulteracion
en los rangos de 0% a 20% de lactosuero. Y en la figura 19 los mismos
cromatogramas a 8 horas de adulteracion.

Figura 18. Cromatogramas de las muestras 1) leche cruda sin adulterar, 2) 2.5%
de lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de
lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero, 8) 20% de
lactosuero con interés en la sefial de tiempo de retencion de 10
minutos, con tiempo de adulteracion de 3 horas.
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Figura 19. Cromatogramas de las muestras 1) leche cruda sin adulterar, 2) 2.5%

de lactosuero, 3) 5% de lactosuero, 4) 7.5 % de lactosuero, 5) 10% de
lactosuero, 6) 12.5% de lactosuero y 7) 15% de lactosuero, 8) 20% de
lactosuero con interés en la sefial de tiempo de retencion de 10
minutos, con tiempo de adulteracion de 8 horas.
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Después de haber obtenido los cromatogramas, se realizé la curva de calibracion
con el promedio de los datos obtenidos tanto de 3 horas como de 8 horas, en el
rango de 0% a 12,5% sin tomar los valores de 15% y 20% ya que no se comportan
linealmente aparte de que en estos valores se puede detectar la adulteraciéon a
simple vista como se habia mencionado anteriormente. El area cromatografica de
las muestras con 3 horas de tiempo de adulteracion se pueden observar en la
tabla 14 y las de 8 horas de adulteracién en la tabla 15.

Tabla 14. Area cromatogréfica de las pruebas de repetibilidad con 3 horas de
adulteracion.

% 3h-1 3h-2 3h-3 3h-4 Promedio Desviacion
Lactosuero estandar

0 0 67014 51373 50696 42270 29171
2,5 442098 894645 639336 694046 667531 186099

5 1063808 1308840 1420428 1449147 1310555 175278
7,5 1536970 2325159 2068358 1818028 1937128 337689

10 2714688 2622805 2708409 2660367 2676567 43282
12,5 2759108 3121981 3550755 2679206 3027762 398357

15 4468529 2950677 3761478 2835231 3503978 763769

20 4673529 3892593 4603929 5829664 4749928 801666
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Tabla 15. Area cromatogréafica de las pruebas de repetibilidad con 8 horas de
adulteracion.

% 8h-1 8h-2 8h-3 8h-4 Promedio Desviacion
Lactosuero estandar

0 19011 72509 69963 65425 56727 25314
2,5 480752 1016838 351155 824470 668303 306389

5 855360 1746723 1383988 1170894 1289241 374400
7,5 1704451 2105908 2186538 1911160 1977014 215361

10 2315193 2255185 2418300 2441923 2357650 87716
12,5 3018744 2880328 2549193 2213194 2665364 360111

15 2960336 2602075 3148652 2622837 2833475 266674

20 3793819 3822881 4075535 2991064 3670824 470501

Con respecto a los cromatogramas obtenidos se realizar obtener una curva de
calibracion para verificar su linealidad tanto para los ensayos a 3 horas de
adulteracion como para 8 horas. La curva de calibracion se genera con base a la
sefal obtenida en el tiempo de retencion de 9.8 minutos que presenta incrementos
proporcionales con el area cromatografia a medida que aumenta el porcentaje de
lactosuero, se tuvo en cuenta solamente el rango de 0% a 12,5% de adulteracion
debido a que las muestras de 15% y 20% se observa un deterioro evidente en la
leche, ver figura 20.

Figura 20. Muestras de 15% y 20% de adulteracion.
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La curva de calibracién para 3 horas de adulteracidon es lineal suministrando una
ecuacion de la recta (y = 246642x + 68793) con un coeficiente de correlacién de
0.9945, ver grafica 4.

Grafica 4. Curva de calibracion obtenida a partir del promedio del area
cromatografica con respecto al porcentaje de lactosuero con 3 horas
de adulteracion.
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La curva de calibracién para 8 horas de adulteracion es lineal suministrando una
ecuacion de la recta (y = 214846x + 159598) con un coeficiente de correlacién de
0.9822, ver grafica 5.
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Grafica 5. Curva de calibracion obtenida a partir del promedio del area
cromatografica con respecto al porcentaje de lactosuero con 8 horas
de adulteracion.
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Esto permitié generar una curva de calibracién. Se llevaron a cabo dos estudios
similares con tiempos de adulteracién de 3 y 8 horas, cada punto en la curva es el
promedio de un analisis por cuadruplicado. Se obtuvo una linealidad en el rango
de 0% a 12.5% de adulteracion. Los valores del coeficiente de determinacion R?
para cada grafica indican una aceptable correlacion entre las dos variables.

A partir de los resultados obtenidos se genera un protocolo de la técnica en la

Pontifica Universidad Javeriana para desarrollar en el departamento de Quimica
en el laboratorio de macromoléculas.
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LABORATORIO DE PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
MACROMOLECULAS FACULTAD DE CIENCIAS

PROTOCOLO DE LA

TECNICA 2016-10

DETERMINACION DE LACTOSUERO EN LA
LECHE CRUDA POR EL METODO DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
(HPLC)

1) Objeto:

Este método permite determinar adulteraciones con lactosuero en la leche

cruda a partir de cromatografia liquida alta eficacia (HPLC).

2) Alcance:

El método se aplica a cualquier tipo de leche cruda para determinar la

adulteracién con lactosuero.

3) Fundamento del método

Se pone en manifesto la presencia de lactosuero mediante la determinacion de

glicomacropéptido de caseina por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

previa al pre tratamiento del procedimiento.

4) Equipos:
Balanza analitica

- Potenciometro

- Centrifuga

- Dispositivo de filtracion

- Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia que comprende bombas,
inyector, columna de exclusion molecular shodex SW 802.5, honro de
columna, detector PDA e integrador de valle a valle.

5) Reactivos

- Acido tricloroacetico PA-ACS

- Agua PA-ACS

- Fosfato monopotasico PA

- Fosfato dipotasico PA

- Sodio sulfato PA

6) Preparacion de fase movil:

La fase movil esta compuesta por 1,74 g de fosfato dipotasico (koHPO,), 12,37

g de fosfato monopotéasico (KH,PO,) y 21,41 g de sulfato de sodio (Na;SO,)

disueltos en 700 ml de agua para HPLC aproximadamente. Ajustar, si es

necesario, a pH 6,0 con ayuda de una solucién de acido fosforico o de

hidréxido de potasio, con concentracion de 0,1 M. Completar hasta 1000 ml

con agua para HPLC y homogenizar.

7) Preparacion de acido tricloroacetico:

Disolver 240 g de &acido tricloroacético en agua para HPLC y completar hasta

1000 ml. Con una concentracion de 2 M.
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8) Procedimiento:

- Recoleccién de leche cruda, la cual se realiz6 en la planta de produccién de
Cajici en envases de plasticos esterilizados y transportados al laboratorio
en una nevera con refrigeracion a 4°C para mantener su cadena frio.

- Se adultera la leche cruda con lactosuero en porcentajes peso a peso en
una balanza analitica, se toma como peso 50 gramos de muestras, se
agitan y se dejan en refrigeracion durante tres horas.

- Trasvasar 20 ml de la muestra a un vaso precipitado de 50 ml, llevar a
temperatura ambiente.

- Afadir en 2 minutos 10 ml de la solucién de acido tricloroacético empleando
una pipeta y agitando constantemente con la ayuda de un agitador,
mantener a 25°C durante 60 minutos para precipitacion de proteinas.

- Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm para separar el precipitado del
sobrenadante.

- Con ayuda de una jeringa de 30 ml recolectar el sobrenadante y pasar por
un filtro de membrana de poro 0.22 um y recolectar 2ml en un vial el
sobrenadante.

- Se inyectan 20 pl del sobrenadante de las muestras en un equipo HPLC
Shimadzu Prominence con un flujo de 0,9 ml/min de la fase movil, usando
una columna de exclusién KW-802.5 Shodex a 40°C con un detector PDA
que permita efectuar mediciones a 205nm y un tiempo de corrida de 35
minutos.

- Lavar la columna con agua o en toda interrupcion superior a veinticuatro
horas, a un flujo de 0.5 ml por minuto.

- Obtencion de los Cromatogramas y con ayuda del software shimadzu LC
solution se obtienen las areas cromatografias de la sefial de interés.

9) Resultados:

Se toma la sefial de tiempo de retencion de aproximadamente 10 minutos del

perfil cromatografico, se obtiene el area bajo la curva con ayuda del programa

shimadzu LC solution y finalmente se obtiene una curva de calibracion del
porcentaje de adulteracion con respecto al area cromatografica.
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4. COSTOS DE IMPLEMENTACION DE LA PROPUESTA

Los costos que se deben de tener en cuenta para la implementacion de la
propuesta se dividen en dos partes, la primera es el costos indirectos en donde
hace parte valores como reactivos, insumos, agua tipo I, columna y pre columna.
Y segundo los costos directos que incluyen gasto en mano de obra de supervision,
mano de obra de operacion, mantenimiento y uso de equipos. Todos los costos se
realizan a partir de una muestra.

4.1COSTOS INDIRECTOS

4.1.1 Costos de reactivos. Se tienen en cuentas los reactivos que se utilizan en
la preparacion de fase movil y en la precipitacion de proteinas.

4.1.1.1 Fase movil. La preparacion para un litro de fase mévil corresponde a 1,74
g de fosfato dipotasico (K;HPO,), 12,37 g de fosfato monopotasico (KH,PO,) y
21,41 g de sulfato de sodio (Na;S0O,). Para una muestra se necesita poner a correr
la fase movil por una hora para estabilizar, ademas la corrida por cada muestra es
de 35 min, con un flujo de 0,9 ml/min.

Aproximadamente se gastan 100 ml de fase movil para la corrida de una muestra,
60 ml para estabilizar el equipo y 40 ml que se gasta en la corrida que dura 35
min, por lo que las nuevas cantidades que se utilizan para las pruebas
corresponde a 0,174 g de fosfato dipotasico (K;HPO,), 1,237 g de fosfato
monopotasico (KH2PO,) y 2,141 g de sulfato de sodio (Na;SO,).

Un kg de K,;HPO, vale $291.160, si se requieren 0,174 g de K;HPO, el costo es

e Ckznpos = $50,66

Un Kg de KH,PO,4 vale $145.000, si se requieren 1,237 g de KH,PO, el costo es

e Cxuzpoa = $179,36

Un kg de Na,SO,4 vale $92.800, si se requieren 2,141 g de Na,SO, el costo es de:
CNazsos = $198,68

4.1.1.2 Acido tricloroacético. Para cada muestra se utilizan 10 ml de TCA, La

preparacion de acido tricloroacético es de 240 g para un litro de solucion. Se
necesitan 2,4 g para 10 ml de solucion.

62



Un kg de TCA vale $440.452, si se requieren 2,4 g de TCA el costo es de:
CTCA = $105708

A continuacién se encuentra la tabla de costos de reactivos utilizados en el
proceso:

Tabla 16. Costos de reactivos

Reactivo Cantidad Precio
Acido Tricloroacetico 2,49 $1.057,08
fosfato dipotasico 0,174 g $50,66
fosfato monopotasico 1,237 g $179,36
Sodio Sulfato 2,141¢g $198,68
TOTAL $1.485,797

4.1.2 Costos de insumos. Insumos como filtros de membrana, unidades de
filtracidn, tubos concavos para centrifuga, jeringas y demas insumos.

4.1.2.1 Membrana millipore en nylon. Membrana millipore en nylon de 0,22
micras de poro y 47 mm de diametro se necesitan una por cada prueba.

La caja de estas membranas cuestan $751.687 por 100 unidades, si se requiere
una unidad el costo es de:

Cmembrana nylon = $7-51619
4.1.2.2 Unidades de filtracion millipore tipo millex. Para las unidades de
filtracion millipore, tipo millex se necesita una unidad en el desarrollo de una

prueba.

La caja de estas unidades de filtracion cuestan $1.283.610 por 100 unidades, si se
requieren una unidad el costo es de:

Cunidad filtracion = $12.836,1
4.1.2.3 Tubos cbéncavos para centrifuga de 50 ml. Los tubos céncavos para
centrifuga de 50 ml se necesitan una por prueba. La caja de tubos para centrifuga

cuestan $174.928 por 50 unidades, si se requiere una unidad el costo es de:

Ceubos centrifuga — $3.498,6
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4.1.2.4 Jeringas de 20 ml. Para las jeringas de 20 ml se necesitan una por
prueba. La caja de jeringas cuestan $50.344 por 80 unidades, si se requieren una
unidad el costo es de:

Cjeringas = $629,3

4.1.2.5 Pastilla de cuajo. También se debe tener en cuenta una pastilla de cuajo
para la preparacion del lactosuero, teniendo un costo de:

Ceuajo = $1.000
A continuacion se encuentra la tabla de insumos utilizado en el proceso:

Tabla 17. Costo insumos.

MATERIALES Cantidad Precio
Membrana millipore en nylon 0,22 micras de poro 47mm de 1 und.
didmetro $7.516,9
Unidades de filtracion millipore, tipo millex. Membrana durapore 1 und.
de 0,22 micras, 33 mm de didmetro. $12.836,1
Tubos céncavos de 50 ml para centrifuga 1 und.
$3.498,6
Jeringas de 20 ml 1 und.
$629,3
Pastilla de cuajo 1 und.
$1.000
TOTAL
$25.480,9

4.1.3 Costo agua tipo I. El agua tipo | utilizado para la preparacion de fase movil,
acido tricloroacetico, mantenimiento de columna y para la purga de los materiales
utilizados por prueba es aproximadamente 300 ml. Si el litro vale $80.000, el
costo por los 300 ml es de:

Cagua tipo1 = $24.000
4.1.4 Costos columnay pre columna. La columna de exclusién molecular
shodex KW-802.5 tiene un costo de $3.563.973,9 y una pre-columna con un costo
de $1.430.366,4; tiene una vida Gtil de 1000 corridas, por lo tanto el costo de la
columna y pre columna por corrida es de aproximadamente:

Ccolumna por corrida = $5-000
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4.2 COSTOS DIRECTOS

Estos incluyen los siguientes gastos: mano de obra de supervisién, mano de obra
de operacion, mantenimiento y uso de equipos.

4.2.1 Mano de obra supervision. La mano de obra de supervision es de
aproximadamente $3.000.000 mensual, el cual dirige el operario, esta pendiente
del buen uso y desarrollo del procedimiento. La mano de obra de supervision por
dia es aproximadamente de:

Cmano obra supervision = $100.000

4.2.2 Mano de obra operacién. La mano de obra de operacién para un técnico es
de aproximadamente $1.800.000 mensual, en el que se encarga de todo el
proceso de pre tratamiento, tratamiento y corrida en el equipo de cromatografia.
Un operario se encarga del desarrollo el procedimiento ya mencionado, el valor de
mano de obra de operacion del funcionario por dia es de:

Cmano obra operacion = $60.000

4.2.3 Mantenimiento. Los costos de mantenimiento preventivo del equipo de
cromatografia liquida de alta eficacia HPLC se realizan cada afio por un valor de
$8.000.000, el valor de este mantenimiento por prueba tiene un costo aproximado
de:

Cmantenimiento preventivo = $22-000

Y los costos de mantenimiento correctivo dependen del tipo de problema que se
esté generando, el tiempo aproximado para este tipo de mantenimiento es de cada
5 afios por un valor aproximado de $20.000.000, el valor de este mantenimiento
por prueba tiene un costo aproximado de:

Cmantenimiento correctivo — $11-000

4.2.4 Uso de equipos. Contando el equipo completo de cromatografia liquida de
alta eficacia, centrifuga, bafio maria, filtracion a vacio, potencibmetro, balanzay
demas.

4.2.4.1 HPLC. El equipo de cromatografia liquida de alta eficacia que comprende
los reservorios, bomba A y B, automuestreador, horno con termostato, detector
PDA, integrador de valle a valle, tiene un valor de $150.000.000 con una vida util
de 15 afios, el valor de este equipo por prueba es de aproximadamente:

CupLc por prueba = $28.000
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4.2.4.2 Centrifuga refrigerada. La centrifuga refrigerada tiene un valor de
$4.500.000 con una vida util de 5 afios, el valor de este equipo por prueba es de:

Ccentrifuga por prueba = $2-500

4.2.4.3 Otros equipos. Como filtracion a vacio, bafio ultrasonido, potenciémetro y
balanza tiene un valor por prueba aproximadamente de:

Cequipos por prueba = $5.000

Tabla 18. Costos totales

item Costo
Reactivos $1.485
Insumos $25.480
Agua tipo | $24.000
Columna y precolumna $5.000
Mano obra $160.000
Mantenimiento $33.000
uso equipos $35.500
TOTAL $284.465

El costo total para la implementacién de la propuesta contando los reactivos,
insumos, agua tipo | columna, precolumna, mano de obra tanto de supervision
como de operacion, mantenimiento y uso de equipos es de aproximadamente
$284.500 por muestra.

4.2.5 Implementacion de la propuesta en la empresa. Si la empresa Productos
Naturales de la Sabana desea implementar la compra del equipo de cromatografia
liquida de alta eficacia, para el desarrollo de estas pruebas en la empresa, la
compra de reactivos, insumos y demas gastos se tendrian que comprar por cajas,
kilogramos o por litros, los nuevos costos serian los siguientes:

4.2.5.1 Costos reactivos. Un kg de K;HPO,4 vale $291.160, Un Kg de KH,;PO,
vale $145.000, un kg de Na,SO4vale $92.800 y un kg de TCA vale $440.452.

4.2.5.2 Costos insumos. La caja de membranas millipore en nylon por 100
unidades cuestan $751.687, la caja de unidades de filtracion millipore tipo millex
por cien unidades cuestan $1.283.610, la caja de tubos céncavos para centrifuga
por 50 unidades cuestan $174.928, la caja de jeringas por 80 unidades cuesta
$50.344 y la pastilla de cuajo para la preparacion de lactosuero cuesta $1.000.
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4.2.5.3 Costos agua tipo I. El litro de agua tipo | cuesta $80.000.

4.2.5.4 Costos columna y precolumna. La columna de exclusion molecular
shodex KW-802.5 tiene un costo de $3.563.973,9 y una pre-columna con un costo
de $1.430.366,4.

4.2.5.5 Equipos. ElI equipo de cromatografia liquida de alta eficacia que
comprende los reservorios, bomba A y B, automuestreador, horno con termostato,
detector PDA, integrador de valle a valle, tiene un valor de $150.000.000, la
centrifuga refrigerada tiene un valor de $4.500.000, el equipo de filtracion a vacio
tiene un valor de $750.000, el potenciémetro tiene un valor de $4.000.000, el bafio
ultrasonido tiene un valor de $3.000.000 y la balanza analitica tiene un valor de
$2.000.000.

Tabla 19. Costos totales implementacion en la empresa.

item Costo
Reactivos $969.412
Insumos $2.261.569
Agua tipo | $80.000
Columna y precolumna $4.994.340
Equipos $164.250.000
TOTAL $172.555.321

El costo total si la empresa productos naturales de la sabana S.A desea
implementar la técnica en la empresa tiene un costo total de $172.555.321.

Suponiendo que un proveedor de la empresa esté realizando este tipo de
adulteraciones al 10 %, y el proveedor mas pequefio que tiene la empresa posee
un nimero de vacas minimo de 32, por lo que se decidié hacer un analisis para las
pérdidas anuales.

Tabla 20. Analisis costo beneficio.

item Cantidad
Numero de vacas 32
Litros de leche por vaca 15
Litros al dia 480
Adicién de suero 10% 0,1
Suero recibido (L/dia) 48
Costo leche (L) $1.000
Pérdidas al dia $48.000
Pérdidas al afio $17.520.000
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Las pérdidas anuales por un proveedor que esté realizando estas adulteraciones
al 10% son de $17.520.000. Por lo que se estaria recuperando el costo invertido
de este tipo de adulteracion con lactosuero.
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5. CONCLUSIONES

- Adulteraciones mayores al 15% de lactosuero generan un deterioro visible en
las propiedades fisicoquimicas de leche.

- El método desarrollado permite un analisis de las muestras a través de una
regresion lineal en la que se obtiene una curva de calibracién con un R? > 0,99
que determina la cantidad de adulteracién.

- Teniendo en cuenta las implicaciones legales que tiene este tipo de
adulteracion se considera una técnica econémica para empezar a controlar el
fraude de una manera mas segura y efectiva.

- En Colombia no se ha desarrollado una técnica que permita cuantificar esta
adulteracion, por lo que a partir de este trabajo se puede proponer una
metodologia para generar una normativa.

Como resultado del trabajo desarrollado este ultimo afo se participd en el Xl
Congreso latinoamericano de microbiologia e higiene de alimentos obteniendo el

primer puesto al mejor trabajo de pregrado del premio ACTA 40 afos.
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6. RECOMENDACIONES

La adulteracion de la leche sigue siendo una preocupacion, los esfuerzos
deben ser hechos por las autoridades reguladoras, los productores, los
procesadores y los proveedores a fin de proteger la calidad y autenticidad del
producto.

El tiempo de andlisis para este tipo de pruebas es de dos horas teniendo en
cuenta la precipitacion de proteinas con acido tricloroacetico de una hora,
centrifugacion de 10 minutos, estabilizacion de la fase mévil para la corrida de
15 minutos y corrida cromatografica de 35 minutos.

Cuando la leche se adultera con concentraciones mayores al 15% el deterioro
de la leche se puede observar a simple vista, por lo que se aconseja hacer un
analisis entre los rangos de 12,5% y 15% para saber con exactitud en que
porcentaje se empieza a evidenciar este deterioro.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de limite de

deteccidn se recomienda validar los resultados haciendo niveles de precision a
nivel laboratorio con andlisis de reproducibilidad y repetitividad.
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ANEXO A
CROMATOGRAMA DE DURACION DE TIEMPO DE CORRIDA

Figura 6. Duracién tiempo de corrida.

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame : Leche10-3
Sample 1D : Leche10-3
Operator : Ricardo Wera

Data File Name ocuments and Settings\UserDeskiopi\Lechea\Leche10-2_2 lod
Method File Narme : Documents and Settings\lUseriDeskiopiLeche\Leche. lcm
Batch File Mame H Documents and Settings\UsernDeskiopiLechallLeche. lcb
Report File Name : Default.lcr

Acguisition Date : 185020032 1:21:07 PM

Modified Date 18/02/03 2:34:56 PM

=<=Chromatogram=>

mALl
J =TT
] g
2300 =
200 H
100 = J
E =
] o
] “ARR
o] e I
i f
] MMPDA Mult 1
—— 7" 7 "7 T T 7T T 7T
o 10 0 El 40 50 s0
min
1PDA Multi 1/205nm 4nm
<Results>
PDA
o= Name [Ret Time | Area finimum Peak Purity Indd  Conc. | Units |
[ | EENI=E] | 2.079| 1174068 | Mot calculated 0.000| mgiL |
= [SMmP= | 1z.639] azgoora] Mot calculated 0.000]| mgil |
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ANEXO B
CROMATOGRAMAS REFERENCIADOS EN LA NORMA ECUATORIANA

Figura 7. Referencia norma ecuatoriana.
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ANEXO C
CROMATOGRAMA DE MUESTRA SIN TIEMPO DE ADULTERACION

Figura 8. Prueba sin tiempo de adulteracion.

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame : LecheD-2
Sample 1D : LecheD-2
Ricardo Wera
© CilDocuments and SettimgsiUsenDeskiopilechellecheD-2__1_lod

© CiDocurments and SettingsiUsenDeskiopiLechal\leche lom
: CiDocurments and SettingsiUsenDesktopiLechal\Leche lcb
Default.lor

TENOZMOB 12:45:55 P

=d Duate : AENDES2S 1D:17:05 A

Acquisition Date
o

=C hromatogram=>
Y]

e -
"
MTPDA Multts 1
T T T T
o 10 20 30 <0
man
1P DA Bulti 1/205mm <4nm

=Results>
ol PN
o= Hame [ Res Timme= | Arss Rimimum FPeak Purity Indg] Conc. [ Omiz=s ]
| | =1 =] | =124 | A7 7833 | Mot calculated 0000 | mga |
[= [Spar= | iz o4 | AE6500 | Mot calculated 0.000| mam |
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ANEXO D

CROMATOGRAMAS ADULTERACION DE MUESTRAS 0% 2,5% 5% 7,5% 10%
12,5% Y 15%.

Figura 9. Adulteraciones en rangos de 0%- 15%.

Sample Mams
Sample 1D

Operator
Crata File Mame WDocuments and SettingsiUsenDeskiopilechelleche 2 lod
P i WDocuments and SettingsidsenDeskiopiLeche\Leche lom

WDocuments and SetingsiUsenDeskiopiLecha\lLeche. lch
Fault.bor

SIS 1:18:21 PR

B/D0E 1257549 P

Report Fil
Acquisition Datbs
Modified Date

=C hromatogran =

A
200 |
200 ‘
100— |
DR L — S
T M PDA pus 1
T T T T T T T
o =] 10 15 20 25 a0 as
min
1 P DA Multi 1/205mm 4
=Results>
PDA
o= Hanme [[Ret Time= | Ares fimimumn Peak Purity Inde] Conc_ Umizs |
[0 | E=TE =] | o o33 | TI=82 | Mot Iculat O000| megie |
= | == | 1= o0 | Foa=110 | Mot caboculated 0000 | oegit |

Shimadzu LCsolution Analysis

Sample Mames

Sample ID
Operator

Drata File Mams
Method File Mame
Batch File Name
Report File MName
Acqguisition Date
Maodified Date

<Chromatogram:=

2.
T 2.

h o

: Ricardo Wera

: ChiDocuments and Settings\UserDesktopiLecha\2. 51 led

: ChiDocuments and Setings\UserDeskiopiLeche\lLaeche. lcm
: ChiDocuments and Settings\UserDeskiopiLeche\lLaeche lch
: Default.lor

:15M12MT 12:06:52 PM

:15M12M7T 3:53:36 PM

L o)
4 =
] g
200 =
200 |]|
] - |
- =
] o |
100-] l | | |
] i I .1|
] I| |I | 1R | |I
o M || ||.'_,-l e -
] I "
B e e e e LI B B S e e e e e e e I B R m e E B e e e e B e
o 10 15 20 =5 Et] 35
min
1P DA Multi 1/205mm < nim
=Results>
EDA
o= ] Name [[Bet Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde]  Conc. | Units |
[ |E=E o.841 | 37163222 | Mot calculated 0.000 | mg/L |
= [Shr= | 1= 029 | CEErEE] | FMot calculated G000 mgil |
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Figura 9. (Conti

nuacion).

Sample Mame ]
Sample 1D : 5
Dpearator : Riicardo Vera

Crata File Name
Method File Mame
Batch File Name
Report Filke Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=>
AL

: CHhDocuments and SeitingsiUsenDeskiopilechalS_2 lod
 CHDocuments and SetingsiUsenDeskiopilecheiLeche. lcm
: CHADocuments and Settings\UseriDeskiopilecheilaeche kcb
: Default.lor

D ASM2ZMT 12:42:21 PM

:18M2M7 3:53:51 PM

GNP

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

|
o — i I|| (W
1 \ :
4 1)
TPDA Multi 1
L B e e e e e L e e e B B L B e e e e e e e BN E S s
o io 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4
<Results>
FDA
1D Mame Ret Time Ares finimum Peak Purity Inde Conc. Umnits
1 GMP1 0.828 60093645 Mot calculated o000 e/l
2 GMP2 12,836 54684451 Mot calculated 0000 e/l
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mames 1 7.5
Sample ID 1 7.5
Operator : Ricardo Wera
Data File Mams : CHDocuments and SettingsilUseriDeskiop\Lechel\7 . 5_3 lod
Method File Name 1 ChiDwocuments and Settings\UsenDeskiopi\Lechelleche lcm
Batch File Mame : ChiDwocuments and Settings\UsenDeskiop\Lechelleche kb
Report File Mame : Default.lcr
Acguisition Date 151217 1:17:50 P
Maodified Date :15M12M7T 3:54:02 PM
< hromatogram:=
AL
] T o |
] 3
2300 & -
] =
i ] r
100 | | | I|| H |
1 (1 1I| | |
] T \ | |
o _ S I|| . f— -
] \
"1TPDA MuthE 1
L L e e o e e e e e e e L S e e B e e e e I B e s e s e
o 5 10 15 20 25 30 as
min
1PDA Multi 1/205mm <nam
=Results>
PDA
[D= ] Manme [ Bet Time | Ares Rimimum Peak Purity Inde] Conc, [ Umniss ]
[ | E=ENI=E | FRERED BE4TATE | Mot calculated 0,000 | mgiL
= [GMP= | 3. 037 | EEB4045 | Mot calculated 0,000 g/l |
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Figura 9. (Continuacion).

Sample Mame
Sample ID
COiperator

Crata File Nams
Method File Mame
Batch File Mame
Report Fil= Mame
SAcqguisition Date
Modified Date

=<Chromatogram=>

Shimadzu LCsolution Analysis Report ===

HA

s

: Ricardo WVera

: ChiDocurments and Settingsi U seriDeskiopiLeche(10_1 . lcd

: ChiDocuments and SettingsiUserDeskiop\LecheilLeche. lcm
: ChiDocuments and Settingsi serDeskiop'Leche\lLeche . lch
: Default.lor

151216 5:41:25 PM

0 18004008 12:24:-22 PM

s
] = =]
B 1% 1 1=
= =
200 || ‘| ’
200 | ||II| ‘
100 [ | |
j | f . |
i l | M I
] | \ |
] ] \ 'u"l k__ ) -
PO Mult 1
—T———7———T—T—T—7—T—T—T T T T T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 1/205mm &4nm
=Results=>
POA
o= ] MNMame [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Indg Conc. [ Unizs |
[1 |gmp? | 2.858 | 11276738 | Mot calculated 0000 mg/L |
= | gmpeZ | 12889 5146708 | Mot calculated 0000 | mg/L |

Sample Mames
Sample 1D
DOperator

Crata File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=>

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

125
125
: Ricardo Vera
: ChiDocuments and SettimgsiUsenDeskiopiLechal12.5_ 5. led
: ChiDocuments and SettingsiUsenDeskiop\Lechealleche. kom
: ChiDocuments and SettingsiUserDeskiopilLechelleche ok
Default.lcr

1SM12M7T 2:28:49 PM
:1SM2M7T 35432 PM

AL
1 = =
] z r g
] |1<5 @
300 || r
200 || |h|
1 |
i | 1
100+
] R r|
b \ \ |
] ) I'l I| | IL_
! —
D—_—'—- TR —
7
o 5 10 15 20 25 a0 as
min
1PDA Multi 17206nm <4nm
=Results>
EDA
iD= | Mame [ Ret Time | Ares Rimimum Feak Purity Indeg] Conc. [ Units ]
[ | SmP1 2.861 11600136 | Mot calculated 0000 mgi |
= | =L | 13 041 | ES008186 | Mot calculated 0.000 | mgil |
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Figura 9. (Continuacion).

]

Sample Hame
Sample ID
Operatar

Crata File Mams
Method File Mame
Batch File Name
Report Filke Mame
Acguisition Date
Modified Date

h i

| Ricarde Vera

: Default.bor

<Chromatogram:=

: ChDocuments and Se

:15M2MT 3:04:17 PM
D 1GND2MN2Z2 43747 PM

: ChDocuments and SettimgsiUsenDeskiopiLechel15_6. lod
ge\UserDeskiopilechaileche lom
: ChDwocuments and SettimngsiUsenDeskiop\Lechaelleche lch

AU
200 z
] |1‘-"
ano-] ||
200 ||
100 [ 1 |
] |
] | 1
] N \_
o - — — —
B e e e e LA | L e e L B e B e e B e B L E e e S
o 5 10 15 20 25 a0 35
min
1P DA Bulti 1/205nm 4 nm
=Results>
EDA
iD= | MName | Rer Time | Ares finimunn Peak Purity Inde Conc. | T |
[ | SmarP1 | 2.867 | 12246677 | Mot calculated 0.000 | mg/ |
= [Srr= I ER-= = Srar506 | Mot calculated 0000 mgil |
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ANEXO E
CROMATOGRAMAS DE PRUEBAS DE OBTENCION DE LACTOSUERO

Figura 10. Pruebas obtencion de lactosuero a partir de diferentes procesos y

tratamientos (leche cruda, lactosuero polvo, lactosuero estandar, lactosuero
liofilizado y lactosuero casero).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame : lechecruda
Sample ID : lechecruda
Operator ! Ricardo Wera
Crata File= Mame

1 CHhlDocuments and Settings\UsenDeskiopiLechaellechecruda_ 2 lod
Method File Name C i

Batch File Mame
Report File Mame
Acqguisition Date : Br02/10 10-28-23 Ak
Modified Date ;180020 2:13:01 PR

ocunments and Settings\UsenDeskiopiLecha\lLeche lcm
: ChuDocunments and SetingsiUsenDeskiopiLeche\Leche. lch
: efault lcr

= hromatogranm=
AL

1004 | | |
] p— \
= \
] g \ ]
] ) |
1 M '1] .
o e I ..H —_—
] !
] \ y
E . 1PDA Bl 1
T T T T T T
o =1 10 15 20 25 an 35
min
1P DA Multi 1/205mm 4nm
=Results>
FDA
o= MName [[Ret Time | Ares Rinimum Peak Purty Inde] Conc. [ Onizs ]
= | E=LF 1=kl I 10170 | Z70=261 | Mot calculated 0.000 | rmeg/L |
= |[E=LF 1= | 13001 | Sra0=15 | Mot calculated 0.000 | _rmg/L |
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mames : lact polvo
Sample ID : lact polvo
Ciperator : Ricardo Wera
Data File Mame : ChDocuments and Settings\UserDeskiop\Lechellact polvo__3 _lod
Method File Mame : ChDwocuments and SetingsiUsenDeskiopiLechelleche lcm
Batch File Mame : ChDwocuments and SetingsiUsenDeskiopiLechelleche kch
Report File MName : Default.bor
Acguisition Date 18020 12:31:42 PM
Modified Date : 18004425 2:51:30 PM

< hromatogram=>

L o]
400 =
] g |
. o
200 |1|I|,
] IJ | |
200 | |J|
100 % | " |
] ."".h.‘\_.l' '{ul |
. 1) 4 \,
o—— — II | o — .
] V .
] \
] W \
-100+ 1PDA Mult 1
————F T —T7—T—T—T—T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1./2065mm <4 nm
=Results>
oA
[ ] MNarme [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Unizs |
I | GMaF 1 | 10.02% | 1180927 | Mot calculated 0.000 | mg/L |
= [GMP= | 18 006 | S0=0548 | Mot calculated D000 ] mai |
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Sample Mame
Sample 1D
Operator

Drata File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report Filke Mame
Acguisition Date
Modified Date

Figura 10. (Continuacion).

: lactliquido

: lact.liquido

: Ricardo WVera

: ClDwocuments and Settings\UsenDesktopiLechellact. liquido_2 led
: CHhiDocuments and Settings\UserfDeskiopiLechellache. lcm
ZDocuments and Settings\UseriDeskiop'\LecheiLeche.lch

. Default.lcr

1850210 11:56:12 AM

: 1800210 2:18:00 PM

=Chromatogram=>
ALl
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100 || ,ll \ |
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=Results>
PDA
1D MName Ret Time Area fimimum Peak Purity Inde Conc. Units
1 GMP 14.124 5109987 Mot calculated 0.000 gL
2 GMP 14.111 2818814 Mot calculated D.000 gL

Sample Mame
Sample ID
Ciperator

Crata File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Name
Acguisition Dats
Modified Date

WDocurments and Se gsilsenDeskiopilLechellact liofilizado__1 lcd
: ChlDocuments and Se gsilsernDesktopilecha\lache lom

: ChiDocuments and SettingsyWsenDeskiopileche\Leche. lch

: Default. lor

2 1800210 112043 AM

: 1600425 2:44:52 PM

=<Chromatogram:=
AL

5]

[=]
T
Pt

\
AT |I P S
4 § -
1 Y I~
B e s e s S S S e e e e S B e e e e IR B B e e e S S B Ha m e
o =] 10 15 20 25 30 25
rmin
1P Multi 1/205mm <4 nm
=Results>
PDA
iD= ] Mame [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Unizs ]
[ | Spar 1 | o_0Do | 3580435 | Mot calculated 0000 | mgf |
= = | T3 110 | E356122 | Mot calculated 0000 | meg/L__|
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Figura 10. (Continuacion)

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample ID
Operator

Data File Mams
Method File Name
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

= hromatogram>>
AL

lact.dic

lact dic

Ricardo Wera

CHhiDocuments and SettingsiUsernDeskiopilechallact. dic_ 4. lod
ChlDocuments and SettingsiUsenDeskiopilecheilLeche. lcm
CHiDocuments and SettingsiUsenDeskiopiLeche\lLeche. lch
Drefault.lcr

18020 1:07:029 PFM

18704/25 2:47:38 PM

4004
] &
200 & rl!
] M
=0 ]
] |' / l‘I
100 | \ |
] | Jw |
— 1
- e S -
-100
—T—T———7—T—T—T 7T 7T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 25
min
1P DA Multi 1./205mm < rm
=Results>
FOA
o= T MName [Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Conc_ [ Units |
[ | SMrP1 2.878 | T118601 | Mot calculated 0.000 | mg/ |
= [Gaar= | 14 053 | SZo853H | Mot calculated 0000 ] mail |
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ANEXO F

CROMATOGRAMAS DE COAGULACION ENZIMATICA

Figura 11. Pruebas coagulacion enzimatica al 5%.

Sample Mame
Sample ID
Operator

Data File MName
Methcd File Mame
Batch File MName
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

=Chromatogram>

Shimadzu LCsolution Analysis Report

: 1470 5961
: 1470 5961
: Ricardo Wera

: ChiDocuments and SettingsiUsenDeskiopilechael 13570 5%-1_8 lcd

D CDocunments and Se

gs\UsenDeskiop\Leche\Laeche. lcm

D ChODocuments and Settingsi\UsernDeskiopiLecheileche kb

: Drefault.lor
2 18502422 2:13:00 PN
2 18MD2/25 101619 Abd

ALl
<00 =
] Ic_r,
200 '|
200 I'i |
1 "
] = 11 | |
100 = | |r|
_ r-J
i | |
] | Jo |
o PN AV N a -
. |
] W .
] \J \
-10o— 1PDWA MUt 1
——T———T7—T—7——T 7 7T T T T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P Multi 1/205nm 4nm
=Results>
FDA
o= Mame [[Eet Time | rea fimimum Peak Purity Inde] Conc. [ Units |
[ | SparP1 2.801 | 1822582 | Mot calculated 0000 | mgie |
= [ Shar= | i3 06| E483512 | Mot calculated O.000 | mail |

Sample Mames
Sample ID
Ciperator

Crata File Mame
Bl tivod
Batch
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=>
L oA

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 150 5%-2
1450 5%-2
: Ricardo Vera

L

SADocuments and Settings\UserDeskiopiLechel 1550 5% -2_ 12 lod
SADocuments and Settings\UserDeskiopiLecheiLache. kom

ChDocuments and Setting s\l serDeskiopilLecheilLache lch

: Default lcr
18/02422 4:34:50 PM
: 18MD2/25 101758 Al

400
] |§ |
] o
300 I
200 f” |
] |'|
] & | || |
100H] ] |
] ) | \! I
] AR
o] e | . .
7 1
] | |'l
1 \
-100
——T———F——7—T—T"—— 7 T——T—T T 7 T T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Bulti 1/2058mm <4 nm
=Results>
POA
o= ] Manme [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Indg Conc. [ Umits |
[ | Spar 1 | o805 | 1231211 Mot calculated 0,000 | mg |
= == | 13066 | 5145300 | Mot calculated O.000] mai |
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Figura 11. (Continuacion).

Sample Mame
Sample 1D
Operator

Data File Mame
Method File Mame
Batch File Hame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=>

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 1030 5% 1

: 130 5961

: Ricardo Vera

: ChDocuments and Settings\UsenDeskiopi\Lechel 1520 5%-1_4 lcd
: ChlDocuments and Settings\UserDeskiopiLecheileche locm

: ChlDocuments and Settings\UserDeskiop'\Lechellaeche lch

: Default.lor

1800222 11:51:05 AM

160225 101411 AM

AL
] =
] £
] o
300+
200 IU|
: |
100 f { |
] oAl
] II L*‘—J'II .,!u [
o _)\1!— || .l' I\__ -
g II { '
] W
-100- “1PDA Mult 1
L S F s e s e S S e e I B m e o e e e e B e e LI B
o L] 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm <nmn
<Results>
PDA
1D Mame Ret Time Ares fimimum Peak Purity Inded Conc. Umnits
1 GMP1 2.816 3387021 Mot calculated 0.000 gL
2 GMP2 13,005 5087075 Mot calculated 0.000 e/l

Figura 12. Coagulacion enzimética al 10%.

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report

Sample Name
Sample ID
Operator

Data File Names
Method File NMame
Batch File Mame
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

= hromatogram=

: 170 10%-1

: 170 10%-1

: Ricardo Vera

: ChiDocuments and Settings\UsernDeskitopi\LecheA1570 10%-1_7_lcd
: ChiDocuments and Settings\UserDeskiopi\LecheiLache. lcm

: ChiDocuments and Settings\UserDeskiopi\Leche\Leche. lch

: Default lor

: 180222 1:237:31 PM

: 18M02/25 10:15:53 AM

AL
] %
. o
200 r |
200 rill |
100 o 0 |
] = (| {
] Wl .
1] — -— S —_—
o (I - S
] I"u'll .
1004 1PN Mult 1
e S SR A S B S S S ML SR S S
o 5 10 15 20 25 30 as
min
1P Multi 1/205nm 4nm
=Results>
FDA
[1o= | Mame [ Ber Time | Ares Rinimum Peak Purity Indeg Conc. [ Umizs |
|1 | GMP1 | 2.758 | 1906998 | Mot calculated 0.000 | mg/L |
= [GMmPr= | EN=ri=1| SGa1=a2 | Mot calculated T.000 | mgil |
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Sample Mame
Sample ID
Diperator

Diata File Mame
Method File Name
Batch File Manme
Report File Mame
Acguisition Dats
Maodified Date

<Chromatogram=>
AL

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: /50 10%-1

: /50 10%-1

: Ricardo Wera

: ChDocuments and Settings\UserDeskiopiLeche1550 10%-1_5_lcd
: ChDocuments and SettingsilUserDeskiopilechelilache lcm
 ChDocuments and Setings\UseriDeskiop\Lechael\Laeche.lch

: Default lor

: 1802122 12:26:24 PM

: 180225 10:14:52 AM

“TPDA Mult 1

_ =
E %
4 L=
300 l’
2004 _ Ill|
- &
] = | |
] A |
100 f1
] (1 [ 3 H {
] | |
] I S \
o A_;""\,'!——IH""“ f | e _
4 g d
— (W v
4 i
] W \
-100
L I I e e e e e e e T L S e e S e e e B e e L p m s
o & 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Bulti 1/205nm <4nm
=Results>
PO
1D Mame Ret Time Area Himimum Peak Purity Indd Conc. Units
1 GMP1 29.813 3001684 Mot calculated, 0.000 g/l
2 GMPZ2 IEN=E] 5111681 Mot calculated 0.000 /L
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mame 2 1430 10%-1
Sample ID 2 1430 10%-1
COiperator : Riicardo Wera
Data File Mams : ChlDocuments and Setings\UsernDeskiopiLeche\1530 10%-1_3 lod
Method File Name : ChiDocuments and SetingsiUsenDeskiopilechelleche lcm
Batch File Mame : ChlDocuments and SetingsilUserDeskiopillechellache lch
Report File Mame : Drefault lcr
Acguisition Date : 1800222 11:15:28 AM
Modified Date : 1800405 8:28:32 AM
=<C hromatogram=
AL
400 =
] & |
4 =]
300 _ ’l
— &
- =
4 =]
200 f |'1||| || |
100— | | | | ! |
] i ' |
] AT
o4 0o~ \ e —
] I|I I|I '
—ICID—_ h
— S e L I S a o e e e e e L I e e S e e LN B E
o 5 10 15 20 25 20 25
rmin
1PDA Multi 1/205mm <nim
=Results=>
EOA
o= Mame [ Eet Time | Ares finimum Peak Purity Inde]  Conc. | Units |
[ | E=TX TN 2.82Z | 5215480 | Mot calculated 0.000] man |
= [ GMPZ | 4. 003 | 53014492 | Mot calculated| 0.000 | mgiL |
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CROMATOGRAMAS DE MADURACION DE LA LECHE (SABADO-VIERNES)

ANEXO G

Figura 13. Pruebas maduracién de la leche.

Sample Name
Sampile ID
Ciperator

Drata File Mame
Method File MName
Batch File Mame
Report Filke Mame
Acquisition Date
Maodified Date

=Chromatogram:=>

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: Ricardo Wera

: ChlDwocuments and Setings senDeskiopiLechelsabC1_ 1. led
: CHDocuments and Settings senDeskiopiLechalleche. lom
: ChDocuments and Settings\ serDeskiopilechellLaeche kch

: Default lor
2 18D 1 2:25: 36 PM
D 1850412 8:42: 46 AM

AL
q =
] ||r
4 o
200 | |
] |‘|
100 |' |
] [ {
. a ] II |
==
E il
S U | N
] | .
. |/ \
i !
v
-1D00—
——T—T7T T—T—T—T 7 T T T T T T T T T T T T T T T T —
o 5 10 15 20 z5 30 35
min
1PDA Multi 1/ 205mm <4 rm
=Results>
SDA
o= ] MName | Ret Time | Ares finimum Peak Purity Inde]  Conc. Units |
[ | == 10.040 | 84588 | Mot cabculated 0000 | mg/l |
= | ShFr= | =851 | Ti31i76] Mot caloulzted T.000] mgit |

Sample Mame
Sample ID
Oiperator

Drata File Mames
Bletihod le Marme
Batch File Name
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

< hromatogram =

MPDA Rl 1

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: domcC

: domiC1

: Ricardo Wera

@ ChDocunments and Se
: ChDocuments and Se

gsiUsenDeskiopiLecheldomnmC 1 _ 3 led
gellsenDeskiopilecha\Lache. lom

: CODocuments and Setingsi\UsenDeskiopiLechae\Leche ich

: Drefault.lor
: 18004/11 3:38:31 PM
D 1END1 2 809448 AM

AL

q =

i 1&

4 o

200 I{
i |'| | I
] ||.'
100 |
] F"'\/'I ) \
] | |
,J%' l | e
o — — . — -

] T { \

] | .

] i \

\ |
1 W
-1D00—
T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 3as
miin
1PDA MMulti 1/205mm < rm

<Results>
FOA
o= Mame [[Eet Time | Ares finimun Peak Purity nde] Conc. Units |
A | =Tk 0011 | TEGOT | Mot calculated 0000 | mgi |
= [SmPr= | 13859 | T30E7o0 | Mot calculated G.O000] mgil |
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Figura 13. (Continuacion).

Sample Mame
Sample I
Ciperator

Drata File Mame
Methvod File Mame
Batch File Name
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=

Shimadzu LCsolution Analysis

: huniC1

:humiC

: Ricardo Wera

 CHDocuments and SettingsysenDeskiop\LechellunC1_S.lcd
: ChiDocuments and SettingsiUserDesktopiLecheilLaeche. lcm

: ChiDocuments and SettingsiUsenDeskiopi\Lechellaeche lch

: Default lor

D 1AM 1 44726 PM

18042 8:48:21 AM

A
] =
[1E
4 o
200
i r|| [
100 ||.| |
] N {
i o II |
o] _,__flg-l)' n'l LN R
] [ '
] | \
4 1] .
-100 v \
i 1PDA Muks 1
-———1Y—r———7—— 77" 777 T 7T T
o 5 10 15 20 25 20 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4 nm
=Results>
EDA
o= ] Mame [Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Indeg  Conc. | Units ]
[ | GMP1 | | 538300 | Mot calculated 0000 mmgiL |
= | E=LNS | iz 857 | 1156254 | Mot calculated 0000 ] mail |

Sample Mame
Sample 1D
Operator

Drata File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

=Chromatogram=>

B8:23:54 FM

AL
] "1;
4 ]
200+ ||
] " ||
[}
] I
100 |
- |I.
] T | |
] =/ | \
o] S \ L
- | d
g L) '
i | | i
|
T 1
-IDD—_ IIJ
— T T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T T T T
o L] 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm 4nm
<Results>
FDA
1Dz Mame Ret Time Ares Himimum Pe=ak Purity Indg Cons. Umniits
1 GMP 1 2847 17B23T Mot calculated, 0.000 gl
2 GMP2 13.867 2350653 Mot calculated 0.000 gL
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Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: maErC

: marC 1

: Ricardo Vera

: ChiDocuments and Settings\UserDeskiop\LecheimarS 1_8 lcd
: ChDocuments and Setings\UseriDeskiopiLecheilLeche_ lcm

1 CilDocuments and SetingsilserDeskiopilLechaileche. lch

: Default lcr

: 1850411
: 180412 8:52:23 AM

1
"PDA Mult 1



Figura 13. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Name
Sample 1D
Ciperator

Crata File Mame
Method File Manme
Batch F M amme
Report File Name
Acguisition Dats
Maodified Date

=C hromatogram=>

: el
: il

: Ricardo Wera
: ChiDocuments and SettingsiWUsernDeskiopilLechaeimieC1_11_ kod
: ChiDocuments and Settings\UsernDeskiopiLechelleche. lcm

: ChlDocuments and SettingsiUseriDeskiopi\Lechalleche. lch

: Default lor

: 1800411 8:20:20 PM
: 16800412 8:55:01 AM

A
o T
300 Ig
_ o
=00 r|r||
: |l
] I
100 | \
] = | |
E !
B A
K U . |
—100—
-———r—r—r——7—7—T—r—r— 7T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 1/205nm 4nm
“Results>
EDA
o= ] Name [Ret Time | Ares flinimum Peak Purity Indel  Conc. | Units |
| | ==k ER-EIE =2o008 | Mot calculated 0.000 | mail |
= [Smir= I ENR | EEFEEE | Mot calculated G000 marc |

Sample Mame
Sample ID
Operator

Crata File MName
Method File Hame
Batch File Mame
Report Filke Mame
Acguisition Date

Shimadzu LCsolution Analysis

D jueCi
: jueC1

: Ricardo Wera
: CHDocuments and SettingsiUsenDeskiopilecheljue1_ 14 lod
: CHADocuments and SettingsilUserDeskiopiLechelilache. lcm
: ChDocuments and Settimgs\UsenDeskiop\Lechelleche . lch
. Default.lcr

= 1840411

10:06:48 PM

Modified Date

18004112 8:568:41 AM

=Chromatogram:=
AL
200
100 |
] / '
o - = —
4 d
] \
-100 '
—— L s e e e o e S s p S e e e e e e e B N e
o 10 15 20 25 an 35
min
1P DA Multi 1/205mm 4nm
<Results>
FDA
1D Mame Ret Time Ares fimimum Peak Purity Indd Conc. Units
1 GMP1 0.000 o 0.000 gL
2 GMP2 13884 3008453 Mot calculated 0.000 gl
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Figura 13. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report =s===

Sample Mame s wieC1

Sample 1D > wieC1

Ciperator : Ricardo Wera

Data File Mame : ChiDocuments and Settings\UsenDeskiopilecheiwieC1_17 . lcd
Method File Name : ChiDocuments and Settings\UsenDeskiopiLechallLeche lcm
Batch File Mame 1 ChlDocuments and Setings\WUsenDeskiopilechelleche. lch
Report = Mame : Default. lcr

Acqguisition Date 2 18004/11 1153218 PM

Modified Date D 1800412 8:43:55 AM

<Chromatogram:=>

A
300 [
i r&
m @D
00 ||||I|||
] l"il
. A |
100 | '.I
] =N .'I Ll I|
=
i T
o — YJ\ | | R -
i | f '
. | \
i | ’
- i
1oe “PDA Mult 1
——T———F—7——7——T—7"—7 —T——T—T T 7 T T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 1./2058mm <4 nm
=Results>
POA
o= ] Mamme [ Re: Time | Ares Pinimum Peak Purity Indg Conc. [ Units |
[ | == | 10.015 | 56653 | Mot calculated 0,000 | mgi |
= [SMPr= | 13805 | 3308045 | Mot calculated 0000 ] mgi |
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ANEXO H

CROMATOGRAMAS DE LIMITE DE DETECCION (0,01%-2,5%)

Figura 14. Pruebas de limite de deteccidbn con acercamiento a la sefal de

referencia.

Sample Mame
Sample 1D

Operator
Drata File Mame
Method File Name

Acquisition Dats
Modified Date

<C hromatogram:=

Shimadzu LCsolution Analysis Report =s===

cuments and Setings\UsenDeskiopiLecha\Leche lom
occuments and SetingsiUsernDeskiopilechallache lch
st bor

B/DSAD4 3:58:31 PR

: 18MDSA0EG SI0Z:I02 P

ccuments and SetingsisernDeskiopiLecha\0.0136__2 lod

LT
a00
D0
=00
100
] g
R =
T T T T T T
o 5 10 15 =0 25 20 =3
min

1P DA Multl T/Z0S5Snm Snm

=Results>

" 1PDA Bl 1

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mame 1013
Sample D 013
Operator : Ricardo Wera
Data File Mame H Docurments and SetingsiUsenDeskiopilechelD. 1%_ 3 lod
Method File Name H .
Batch File Name : ChlDocuments and Settings\UserDeskiopiLechelilache lch
Report Filke Mams . Default.lcr
Acguisition Date : 1850504 4:324:01 PM
Modified Date : 1850505 11:55:40 AM
<Chromatogram:=>
AL
i T
400 Iep |
200} H
200 [ |
h f| 'J‘
] A
100+ u |
] _ I| |
] |
] F_) (]
o — MU
1 “1PDA Mult 1
L e e L e e e e S N s pa S e e e e LI I R e m S s S S
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm < nimm
<Results>
PDA
iD= Mame [ Rt Time | Ares fimimum Peak Purity Indel Conc. [ Units ]
[1 | GMP1 | 10002 | 87626 Mot calculated 0000 mgil |
= M2 | 14 140 | Ee26901 | Mot calculated 0.000 | mgi/l_|
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Figura 14. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample 1D
Operator

Crata File MName
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acquisition Dats
Modified Date

<Chromatogram:=>

: 0.5%6

: 0.5%

. Ricardo Wera
 ChDocuments and Setings\ U senDeskiopiLeche(D. 5% _ 4 lcd
: CDocuments and SettingsiUseriDeskiop\LecheiLeche. lcm
: ChlDocuments and SettingsilUserDeskiop\Lecheileche kcb

: Default lor

: 180505004 5:09:29 PM
: 1890505 11:56:19 AM

AL
400 &
] ' ]
300
200+ i | |
100 ||| '|||
] o |
] g | |
- Gl
o] o~ N |‘u| L
b T 1PDA Multi 1
— T — T T T T T T T T T T T T T T | T T T T T T T
o i0 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 17205mm 4 nm
=Results>
FOA
1D Mame Ret Time Area flimimumm Peak Purity Indd Conc. Units
1 SGMP1 10.102 44 Not calculated 0.000 gL
2 GMP2 14. 150 5509870 Hot calculated 3.000 g/l
—_—

Sample Mames
Sample ID
COiparator

Crata File Mams
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=>

1%
: 1%
: Ricardo WVera

: CADocuments and SettingsiUserDeskiop\Lechel1%_S.lcd
: CADocuments and SettingsiUseriDeskiop\Lecheileche. lcm
: CADocuments and SettingsiUserDeskiop\Leche\Leche.lckh

: Defaultlcr
: 1800504 5:44:55 PM
: 18/D5/0S 11:56:43 AM

== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

ALl
1 = T
<400
] Im
2300
200 u |
100+ |I|||| ".l
i \
] — I
&
] ) I
i o,
- M
D_ — f.:..i |.I‘l./' - —
1 "1PDwA Multi 1
e L B e s e e e e e e e e L S e e e e e I e
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm <o
=Results>
PO
1D Mame Ret Time Ares finimum Peak Purity Indd Conc. Linits
1 GMP1 10.088 135004 Mot calculsted 0.000 mg/L
2 GMP2 14141 55051356 Mot calculated 0,000 meg/L
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Figura 14. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Hames
Sample 1D
Operator

Drata File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report Filz Hame
Acquisition Date
Modified Date

<C hromatogram=>

: 1.596

: 1.59%6

: Ricardo Vera

1 ChDocuments and Settings\UseriDeskiopilechel1.5%_8.lcd
» ChlDocuments and SetingsiUserDesktopilechellache lom
o ChlDocuments and SettingsiUseriDeskiopilecheileche lch

: Default.lor

: 1800504 8:20:22 PM

: 1800505 11:57:12 AM

AL
] It.'a
2300+
200+
i r|q|
100+ ||| '-|| |
g \
] 5 \ '
] % \
. _F Vool e _
” W/
4 L
— T L e s T e e e e o e e L B S e e e e B e e e e L
o 1 15 20 25 a0 as
min
1PDA Multi 1/205mm <nm
=Results>
PDA
D=2 Mame Ret Time Ares finirnumn Peak Purity Inde Conc. Units
1 GMP 1 10.083 S8326 Mot calculated 0.000 mgL
2 GMP2 14.3236 5182306 Mot calculated 0.000 gL

" 1PDA Multi 1

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample IO
Dperator

Drata File Mame
Method File Name
Batch File Mame
Report File Mame
Acqguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=

: 2%

: 2%

: Ricardo Wera

» CHlDocuments and SetingsiUserDesktopi\Leche\2%_ 7. lod
: ChiDocuments and SettingsisenDeskiopi\Lechel\lLeche lkcm
: ChiDocuments and SettingsilUsenDeskiop'lLechel\leche kb
: Default lor

: 18051 8:55:51 PM

D 18M0SMDE 11:58:00 Ak

ALl
200
4 !(5
300
00 1|
100+ |I|.|| '.']‘ |
] 2 J I". | II\__
] J"‘_\ ! e — —
o L '.I"../' B T - B
71—
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4nm
<Results>
PDA
[ | Mame [ Rer Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Comnc. [ Units |
[ =R | 10110 270467 | Mot calculated 0.000| mg/L |
= [GMP= | 14 214 | 4900672 | Mot calculated 0000 mgil |
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Figura 14. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample ID
Operatar

Data File Mame
Method File Mame

Modified Date

=Chromatogram=>

AL 400

1 2.5%

D 2.5%

. Ricardo Wera

D ChDocuments and Se
D ChDocuments and Se

gs\UserDesktop\Leche\2 5% __ 8. lod
gsi\UsernDeskiopiLechae\Laeche lcm

: ChDocuments and Settings\UsenDeskiopiLeche\lLeche. lch

: Default.lor

: 18505/04 7:21:20 PM

: 1650505 11:58:28 AM

300
=00
i fl
] J
] || f
100 || Y
] \
] _
&
] - |I \ |
o] _ — ™
T — T T —
o 10
miin
1P Multi 1/205mm <4nm
<Results>
FPDA
D= T Mame [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Umnits
|1 | Grar1 | 10053 | I04BET | gL
= | GhiP= | 14 165 | 5141130 gL

“1PDA Mult 1



ANEXO |

CROMATOGRAMAS DE REPRODUCIBILIDAD DE PERSONA N°1 (0%-15%)

Figura 16. Pruebas de reproducibilidad de persona N°1.

Sample Mame
Sample ID
Operator

Ciata File Mame
miethod File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

Shimadzu LCsolution Analysis Report ===

: A-lechel

COhDwocunments and Settings\UsenDeskiopiLechaeireproducibildadus-leche 1_1 . lcd
1 CODocuments and SetingsWWserDeskiopiLechalLeche lom

WDocuments and Settings\UsenDeskiopVUSBAlensayo.lob
Defaultlcr

80511 5:22:18 PR

BS0S/12 10-31-08 AN

=Chromatogranm>

AL
A T
] 1= |
200 || |
] i |
150 I |
] . | ||
] ftid I|
100 W |I| |
] | il |
] \ \
50 | \
] — | 1
] o \
o _ -y A N I
R ~IPDA Mt 1
T T T T T T
o 5 10 15 2o 25 30 35
min
1P DA Rulti 17205nm 4nm
=Results=>
=T
o= Mame [[Ret Time | Are= Rinimum Peak Purity Inde] Conc_ [ Units ]
| | E=LNI=E] | i0.256 | EE[=T-=1| Mot cabcul=ated 0.000 | il |
= [Srir= | E 0 =R | ZA60028 | Mot calculated 0.000] man |
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report =s=s==
Sample Mames 1 A-5%1
Sample 1D : A-5%1
Oiperator

: Ricardo Wera
Crata File Mame

Method File Marme
Batch File Mame
Report File Mams
Acguisition Date
Modified Date

CHhDocurments and Setting sl serDeskiopiLechelire producibild adva-5% 1_2 lod
: ChiDocuments and SettingsiWsenDeskitop\Lechelleche.

kem
CHhDocurments and Settingsil U serDeskiop\USBALlensayo.lch
: Default.lor
D 18051 557432 PM
D 18M0EM 1 823244 P

<Chromatogram=>

s
] I
200 Ilm |
150 4' |
] I
i |‘|| i l
100 i |
g ||| II |
] 4
. i
] 1 |
50— = | || |
] &
= [}
] o | | |
] f \
ol o e . -
] PO Multi 1
-———— 77— 77T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1./206mm 4 nm
=Results>
EDA
(| MNanme | Re: Time | Ares Rinimumn Peak Purity Inde Conc. [ Umnits |
[1 | Gm | 10,084 | 624701 | Mot calculated 0.000| mgi |
= [Shar= | 4. 500 | e | Mot calculated 0000 mg/l |
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Figura 16. (Continuacion).

Sample Mame
Sample I
Dperator

Data File Mame
Method File Name
Batch File Mams
Report File Mame
Acqguisition Date

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

T A-10%1
T A-10%1
. Ricardo Wera

CHDocuments and SettingsillsenDeskiopilLecheireproducibildadiua-10% 1__3 lod
 CHODocuments and Settings\seriDeskiop\Lecheileche. lcm

CHDocuments and SettingsiUsenDeskioplVUSBA\ensayo.lch
: Default.lcr

T 1800501 1 8:33:10 PM
Modified Date :18005M 1 7:08:12 PM
=Chromatogram:=
]
3 = -
] .lg |
1 (&
200 | |
] | |
150 |t {
] | |
A 1
] ||I | |
100 |I‘I ||| i
] = | |I
- -
50— = | 'I |
] ™ \
. I | \
] ‘L_}V\J [ \
Foo I o~ M ——
7 1PDA Mult 1
—T———T 7 T T T T T T T T T T T T
D 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4nm
=<Results>
PDA
D= Mame Ret Time Arss Himimum Peak Purity Indsg Conc. Lnits
1 GMP 1 10.277 1510786 Mot calculated 0.000 | mg/L
=z GMPZ 14.373 3500373 Mot calculated 0.000 | mgil
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample ID

O perator

Drata File Mame
Method File Name
Batch File Mame
Report Fike Mame
Acguisition Date

D A-15%1
D A-15%1
: Ricardo Vera

CHhDocuments and Setimgs\UserDeskiopilecheireproducibildadia-15% 1_ 4 _lod
: ChiDocuments and Settimgs\User\DeskiopiLechelLeche_ lcm

CHDocuments and Setings\UserfiDeskiopiUSBAlensayo. lch

Drefault bor

: 1850511 T:08:389 PM
Modified Date 18D T340 PM
< hromatogram=>
L]
E =]
1 r& | |
] |f.'.|
200 | |
150 N | |
4 1
. fi I| II| |
100 _ |II|| i !
] o I|| |
1 =
] L] | IJ |
50 II". |
E \ | |
] f A \
o — ‘f‘l)w | "
_ o
—————F———T—T—T—7 """ T T T T T T T T T T T
o 10 15 20 25 a0 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4nm
<Results>
DA
[ o= Name | Ret Time | Area Rimimun Peak Purity Inde] Conc. [ Umits |
[ |ENEE | 10.062 | 2Za7720| Mot calculated 0,000 mg |
[=Z [GMP= | 134 167 | S4T30 | Mot calculated DO00 | mail |
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Figura 17. Pruebas de reproducibilidad de persona N°2.

Sample Mame
Sample ID
Operator

Data File Mamea
Method File Name
Batch File Mame
Report File Name
Acquisition Date
Modified Date

<=Chromatograms=

: S-leche
: S-leche

. Ricardo Wera

= Shimadzu LCsolution Analysis Report

: ChlDocurments and Setingsi\UsenDeskiopilechelireproducibildadiS-leche 1_5_lod

CODocuments and Se

: CoDocunmen
: Default.lor

ts and Se

2 18WD5M 1 74408 PM

: 18M0DEM 2 10

53:53 A

gs\UsenDeskiopi\Leche\Leche lcm
timngs\UserDesktopiUSBAlensayo.lcb

A
4 = |
] &
00 || |
150 |".1! | |
] " |
- Al |
: fif
100 [ |
] [
. u [}
] 1 |
i 'J |
50 i \
] — | !
4 ; II
o] - __,_g-'fw" | M
] “1PDA Mult 1
T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 1/205mm < nmmn
<Results>
EDuA
|| Name [Eet Time | Area finimum Peak Purity Inde]  Conc. Units |
A [ShFa | 0. 373 | 11007 | Mot calculated 0.000 [ mgt |
= [GMmP= | a4 354 | SA00601 | Mot calculated 0000 ] mgil |

Sample Mame
Sample 1D
Dperator

Diata File Mams
Method File Mame
Eatch File Mame
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=
AL

: 18505M 1

1870511

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 5-5%1
: 5-5%1
: Ricardo Vera

CDocuments and Settings\UserDeskiopi\Lechelireproducibild ad\5-5% 1_06.Icd
: ChDocuments and Setings\UserDeskiop\Leche\Laeche lom

 CHDocuments and Setings\WseriDeskiop\USBAvensayo.lch
: Default lor

8:19:34 PM
8:54:36 PM

50 | II
] &
] a | \
4 b {
7 1PDA Butt 1
e L o e o e LA S e e e B e B o e B B I B m s S e m p
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1FPDA Multi 1/Z205nm <4nm
<Results>
PDA
1D Mame Ret Time Araz Himimum Peak Purity Indg Conc. Linits
1 GMP1 10.065 455134 Mot caloulated 0.000 gL
2 GMP2 14.219 3IZTIZ6 Mot calculated 0.000 mglL
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Figura 17. (Continuacion).

== Shimadzu LCsolution Analysis Report

Sample Hame
Sample ID
Operator

Data File Mame
Method File Name
Batch File Name
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

: 5-10%1
1 5-10%1
: Ricardo Wera

: Default.ler
R L= ETh
: 18505/ 1

=Chromatogram=>

: CllDocuments and Se
: ChDocuments and Se
1 CDocuments and Settings\UsernDeskiop\USBAlensayo.lch
8:55:
G20

gsiUsernDeskiopiLechaelilache. lcm

02 PM
05 PM

gs\UserDeskiop\Lechelreproducibildad\S-10% 1_7 _led

1TPDA Mult 1

ALl
] = |
h n&
4 o
00— |
1504 i | |
] '
] YAl |
100+ ||.II ',l {
] 1 |
] - \
] a | |
50| & |
] I|“'. | |I
. |
] o _1)/&\) L L'_._ i . §
-—————r—r— 7T 7—7 7T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm 4nm
=Results>
PDA
iD= ] Mame [ Ret Time | Ares Rimimum Peak Purity Inddg Conc. [ Units ]
[1 |EDLEE | 10.013 | 1283205 | Mot calculated 0.000 | mgl |
= =T | 14080 | EERRIEF| Mot calculated 0000 | mgil |

==== Shimadzu

Sample Mame
Sample ID
Operator

Data File Nams
Method File MName
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

: 5-15%1
S-15%1
: Ricardo Vera

: Default.lor

: 18051

<Chromatogram=>

LCsolution Analysis

D 18MDSM 1 G:30:32 FM
10:05:243 PMI

AL
q ™ I
4 Ig
- L
00— || |
150 r||
. ft I
] ,|
g [ |
i 1§
100+ |I.| '|| |
] = | \ |
1 =
] ] |
50| I |
7] |
] | |
i | e
i et
-————F———————7—r—r—T—T— 7T 77T T
o 5 10 15 20 25 a0 35
min
1PDA Multi 1/ 2065nm 4nm
<Results>
EDA
[D= ] Mame [ Bet Time | Ares Rimimum Peak Purity Indeg Conc. [ Units |
[1 =R | 10153 | 1201885 | Mot calculated 0.000 | mg/ |
= ED | 14 222 | S0Z0007 | Mot calculated 0.000 | _ma/l |
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Report ====

: ChiDocuments and Settings'UsenDeskiopilecheireproducibild adiS-15% 1_B_lcd
CoDocuments and Settings\WsenDesktopileche\leche. lom
: ChiDocuments and Settings\UsenDeskicpiUSBAVensayo. lch

1PDA Mult 1



ANEXO J

CROMATOGRAMAS DE REPETIBILIDAD A 3 HORAS DE ADULTERACION

Figura 18. Pruebas de repetibilidad a 3 horas de adulteracion.

Sample Mames
Sample ID
Operator

Data File Mame
mMethod File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

= hromatogram=>
AL

: leche3m-1

: leche3m-1

- cardo Wera

Documents and Settings\UsenDeskiop\LechallechaZXh-1__ 1. lcd
curmments and Settings\UsenDeskiopiLecha\Leche lom
curments and SettingsiUsenDesktopiLecha\lLeche lcb
ault_lor

18904113 T:33: 26 PR

: 189045 1121700 AR

el )

100 i Y
] ! \ | II
o ey -,f, kk
B B A e e T A A B T A A S
o 5 10 15 20 25 20 35
min
1P DA Bulti 1,205nm <tnm
<Results>
g I
o= Mame [ Fe: Time | Are= Rimimum Peak Purity Inds Conc. [ Oniz= ]
| | E==] 0.000 | =] [ 0.000 | mgi |
= [ ShFE= | 13.005 | 5470550 | Mot calculated 0.000 |  mail |

Sample Mams
Sample ID
Operator

Drata File Mame
Method File Name
Batch File Name
Report File Mame
Acqguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

“1PDA BMult 1

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 2.5%3h-1

: 2.5%3h-1

: Ricardo Vera

: ChlDocuments and Settings\UseriDeskiop\Lecha\2 5% 3h-1_2 lcd
: ChlDocuments and SettingsiJserDeskicp\Lecha\leche. lcm

: ChlDocuments and SetingslserDeskiopi\LecheiLeche lchb

: Default.lor

: 16504413 8:08:55 PM

: 18004013 8:43:57 PM

sl
E =
400 & |
N (=]
300 |
200 III|-|||
] RN |
100-] |
] Y I| |I
] ] 1
1o/ I .I.«E‘JIJ"'-"-I I]1II||'| L— - — —]
] Iy
B e e e e e S A p s e e e e e e S LN I E e e e
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/°205nm <4nm
=Results>
DA
[iD= T Mame [ Ret Time | Ares finimunn Peak Purity Inde] Conc. [ Units ]
[ | =R | o732 | 4420098 | Mot calculated 0.000 | mgi |
[=Z [GRP= | 13 508 | 5257581 | Mot calculated 0000 mgil |
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!

1TPDA Mol 1



Figura 18. (Continuacion).

Sample Mames
Sample ID
Oiperator

Crata File Mame
Method File Mame
Batch e Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram=>
AL

: 5%3h-1
: 5% 3h-1
: Ricardo Wera

: CHDocuments and Se
CHDocurments and Se

gs\UsenDeskiop\Lechel\S52%3h-1_3_lod
gs\UsenDeskiop\Leche\Leche locm

ChDocurments and SettingsiUsenDeskitopiLeche\Leche kch

: Default lor

D 1800413 824424 PM
D 1800413 Go 1926 PM

4010

GWP2

M, \
I L SR I
] (Y
-100
—T—T—T—F7—T——T—7T——T 7 T—T—T—T—7 T T T T T T T T T 1T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA BMulti 1./205nm <4nim
=Results>
POA
| Mame [Eet Time | Ares finimum FPeak Purty Inde Conc. [ Units ]
D |EE | 0. 784 | 1083208 | Mot calculated 0.000 | mg/ |
= [SMPr= | 13021 | 5Z60180 | Mot calculated DOo00] mgit |

Sample Mame
Sample 1D
Operator

Data File Name
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Name
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

!
1PDA Mult 1

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 7.5%%3h-1
: 7.5%3h-1
: Ricardo Vera

: ChDwocuments and SettingsiUserDeskiop\Lechae\7. 5% 3h-1_4 lcd
: CADocuments and SettingsilUseriDeskiopi\LechellLache. lcm
1 CHDocuments and SettingsilUserfiDesktop'\Leche\lLache. lch

: Default.lor

: 18004413 0:10:52 PM
: 180044132 0:54:58 PM

AL
1 =
400 &
] =]
2004
200 |'|rr|||
100 & ' | |
] = \
] W3 | L |
] A / I |
o WAV \ / \ o
] V
'1:":'_...|....|....|....|....|...|....
o 5 10 15 20 25 30 as
rmin
1PDA BMulti 1/205nm 4nm
=Results>
DA
1D+ Mame Ret Time Area fimipmum Peak Purity Inde] Conc. Units
1 GMP1 B.7F58 1536270 Mot calculated 0.000 gL
2 GMP2 13.009 5270624 Mot calculated 0.000 gL
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Figura 18. (Continuacion).

Sample Mames
Sample ID
Operator

Crata File Mame
Method File Name
Batch File Mame
Report Fike Mams
Acquisition Dat=s
Modified Date

=<Chromatogram:=>

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 10%63h-1

: 10%63h-1

: Ricardo Wera

: ChiDocuments and SettingsiWUsenDeskiocpilechet10%2h-1_5.lcd
: ChiDocuments and Settimgsisen Deskiopilechelleche kom

D ChiDocuments and SettimgsiUsen Deskiopilechelleche kch

: Default.lor

: 18004/13 8:55:20 FM

D 18D E 11:34:23 AM

A
] =
400 E—"; |
200
200 rrr|||
] |
B = I| |
] - ]
100 2
] \
] i\ f {
I | 1! |
1__Ewan_,--' '|/I [
] v
—— 77 """ T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 3o 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4 nm
=Results=>
PO
[D= T Mame [ Ret Time | Arss Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Units ]
[1 =R | 2. 805 | 2714688 | Mot caloulated 0.000 | mg/ |
= [SMFEZ | 13 610 Sl | Mot calculated 0000 | magill |

Sample Mames
Sample 1D
Operator

Data File Mame
Method File Name
Batch File Mame

Modified Date

=Chromatogranm =

.

“TPDA Mult 1

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 12.5%32h-1

: 12.5%3h-1

: Ricardo Wera

: ChlDocuments and SetingsiUsernDeskiop'\Lechae\12_5263h-1_68.lcd
H WDoocuments and Se gsilisenDeskiop\Lecheileche lcm

: ChlDocuments and SettingsiUseriDeskiop'\Leche\lLeache. lch

. Default.lor

180132 103048 P

: 1800415 8:42:11 PM

L TN
] =]
4004 =
300
200 rIr|||
] a |
] g || h |
100 W |‘ |
] f f |
T [4)
i ||' /.l | |
. _*,u__u-h ,.' L.
ff
v
-———F— 77— 77T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA BMulti 1/Z205nm 4nm
=Results>
PDA
[D= T Mame [ Bet Time | Ares Rimimum Peak Purity Inde] Conc. [ Umnits ]
[1 =R | o770 | IT50108 | Mot calculated 0.000 | mgil |
=2 =R | 12 005 | 4403608 | Mot calculated 0000 | mgil |
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Figura 18. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mame : 159%3h-1
Sample ID : 15963 h-1
Operator : Ricardo Wera
Drata File Mams : ChlDocuments and Settimgs\UserDesktopiLaechel15%3h-1_7 . led
Method File Mame : ChDocuments and SettingsiUseriDeskiopi\Leche\Leche. lcm
Batch File Mame : ChlDocuments and Setings\WUsernDeskiop\Leche\Leche.lch
Report File Mams : Default.lor
Acguisition Date : 18012 11:06:17 PM
Modified Date D 16AD13 11241218 PM
<C hromatogram:=>
AL
] o |
] o
400 o
200+
2004 — ||I Hll |
] o
] =
] @ I| | |
] o
100 I | |
] [ | |
] S 'J \
L.
o] - T
- |l_|' .
] "TPDA Mult 1
L S e e e I S e S e e e LI S e e e e e S e S S ESLEN Ane p s e
n 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Bulti 1/205nm 4nm
<Results>
PDA
iD= ] Mame [ Ret Time | Ares fimimum Peak Purity Inds] Conc. [ Units ]
[ |ENEE | o025 | 4488505 | Mot calculated 0.000 | mgl |
= [Shirz2 | T 022 | Sa01817 | Mot calculaied 0000 | mgil_ |
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Mames : 20%%3h-1
Sample D : 20%%3h-1
Dperator : Ricardo Wera
Cata File Mams : ChDocuments and Settimgs\UsenDeskiopilechaA20%3h-1_8. lod
Method File Mame  CHhDocuments and Setings\UsenDeskiopilecheilLaeche lcm
Batch File Mame  CHhDocuments and Setings\UserDeskiopilecheileche lch
Report Fike Mams : Default bor
Acquisition Date D T3 1141442 PM
Modified Date D 1600414 12:16:48 AR
<Chromatogram=
AL
] T
a0 &
] =
200
200 s ,rl ||
= f
] y | |
: fi ||1 | |
100 |
] A I
] IR R
[ + { ll{' | S S S— S
] v I".
T 1TPDA Mult 1
L e e e e S T I S m e e S e e e e LI S e S e e et LA s
o 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/ 205mm <4nm
<Results>
EDA
o= T Marme [ Ret Time | Ares fimimum Peak Purity Inde Conc. [ Units |
[1 [GmP1 | 2802 | 4573520 | Mot calculated| 0000 mgi |
= | GMr= | 1= 006 | SE08S07T | Mot calculated| 0000 | mgil_|
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Figura 19. Pruebas de repetibilidad a 8 horas de adulteracion.

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample 1D
Operator

Crata File Mams
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

=<Chromatogram:=>

: lecheBh-1
: leche8h-1
: Ricardo Wera

: ChlDwocuments and Setings\UsernDeskitop'\LechellecheZh-1_33 . lcd
: ChlDocuments and Settings\UserDeskiopiLeche\lache. lcm
: ChlDocuments and Settings\UserDeskiopi\lLechel\leche lch

: Default lor
D 168014 22848 PM
: 1600414 3:03:50 PM

AL
200 2y
— o
300 |
200 ﬁ|
] L]
] |||
B |
100+ |I
] _ L,
1 s/ I‘||| \
ol ~ . l'lj.) M
] 1PDA Mult 1
N s S e e o S e I [ S e e e e e e e e S e e NI S
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1P DA Multi 1/205mm 4o
=Results>
PDA
D= T MNanme [ Bet Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Umnits ]
[ | SMP1 ErE] | 18011 | Mot calculated 0000 | mg/l |
= [GMar= | 13 802 | 4388078 | Mot calculated D000 ] mgil |

Sample Mame
Sample ID
Operator

Data File Mams
Method File Mame
Batch File Name
Report File Mame
Acquisition Date
Modified Date

=Chromatogram:=>

Shimadzu LCsolution Analysis

1 2.5%8h-1
2. 5%8h-1
Ricardo Wera

: ChiDocuments and SettingsiUserDeskiop'\Leche\2 5% 8 h-
ADocuments and SettimgsiUserDeskiopiLechelilache lcm
SDocuments and SettimgsiUsenDeskiopiLeche\Leche.lch

: Default lcr
18004014 3:04:16 PM
T 180044014 3:39:18 PM

Report ====

1_34 lcd

T
=
4:ID—_ &
i =]
200 ‘
200 J1|
] il
] il
100+ i
] % ,l Iu'l {
i £ S/ | I IL
o] L ..
- |IIIIll .
] hPDA Mt 1
L s oo B o S s o e S o B e e B o B S N s p s B o B s
o ] 10 15 20 25 30 35
min
1FDA Multi 1/205nm 4nm
=<Results>
DA
1D Mame Ret Time Area fimimurm Peak Purity Inde Conc. Linits
1 GMP 1 9757 480752 Mot calculated, 0000 gl
2 GMP2 13.806 4212480 Mot calculated 0000 mgilL
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Samphe NMame
Samphe ID
Operator

Crata File Mame
Method File Name
Batch File Mame
Report File Mame
Acguisition Date
Modified Date

<Chromatogram:=>

Figura 19. (Continuacion).

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: 5%8h-1

: 5% 8h-1

: Ricardo WVera

: ChDocuments and SetingsiUsenDeskiop'\Lechae\5%8Bh-1_35 lcd
: ChDocuments and SettingsiUsenDes piLecha\Leche lcm
 ColDocuments and SetingsiUserDeskitop\Lechelleche lch

: Default.lor

: 16004414 3:230:46 PM

18004015 2:38:31 PM

s
400 =
b &
T o
300 |
200 'J||||
] r,lk
11010 _ ||‘ |
] = |
] g | {
] & i |.|'II | \
o] __YE\.L/«_/" IIl (.
1 / .
] | .
1 ! \
-1+ ————F——T———T—7 T 7T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm <4nm
<Results>
PDA
[ Mame [ Ret Time | Ares Rimimum Peak Purity Indd Cons. | Uniss |
[1 =R | 2. 777 | S553280 | Mot calculated 0.000 ] mg/L
= [SMP=2 | 13808 | 4001023 | Mot calculated O.000] mgil |

Sample Mames
Sample 1D
Operator

Data File Mame
Method File Mame
Batch File NMams
Report File Mame
Acqguisition Date
Modified Date

=Chromatogram:=

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

: T.5%Eh-1

: 7.5%Bh-1

: Ricardo Vera

: ChiDocuments and Seitings\UserDeskiop'\Lechel\7 . 5%8h-1_36 lcd
 ChiDocuments and SettingsiUserDeskiop\Lechelilache lom

: CODocuments and Settings\UseriDeskiop'\LecheiLeche.lkck

. Default.lor

: 1600414 4:15:14 PM

D 16VD4M14 450016 PM

AL
200+ &
] &
200 ‘
200 J1|
: A
4 ||
100 & I. |
1 A
] I|"'| | |.|'| II
o —— l!/ —
N B e e o e S e e e L e e e o e e e e e e e R I E
o ] 10 15 20 25 30 =1}
min
1P DA Multi 1/205mm 4nm
<Results>
FDA
1D Mame Ret Time Ares finimurm Peak Purity Inde Conc. Units
1 GMP1 2.819 1704451 Mot calculated D000 gL
2 GMP2 132.892 4312043 Mot calculated [ a]u]u] gL
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Figura 19. (Continuacion).

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
Sample Hame : 10%%8h-1
Sample D : 10%8h-1
Operator : Ricardo Wera
Data File Mame : CHhlDocuments and SettingsiUsernDeskiop'\Lechel10%Eh-1_37.lcd
Method File Hame : CilDocuments and Settings\UseriDeskiop'\Lechelleche. lcm
Batch File Hame : ChlDocuments and Setingsi\UseriDeskiopi\Lechelleche. ok
Report File Mame : Default.lcr
Acguisition Date : 18004/14 4:50:43 PM
Modified Date 180014 5:25:44 PM
<Chromatogram=
AL
. =]
200 &
= o
2300
00
100 |
7] |
o " . —
1 “TPDA Bk 1
L B S I s e e o e e e e e L o e e o e e B e e L s p e s
o 5 10 15 20 25 a0 35
min
1PDA Multi 1/205mm 4nm
<Results>
PDA
[1o= ] Mame [ Ret Time | Area Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Unizs ]
[ EN= | 0837 | 2315193 Mot calculated 0000 | mgi |
= =T | i3 007 | F=Z00021 | Mot calculated 0.000 | mgil |

Sample Mame
Sample I

O perator

Data File Mame
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Mame

Shimadzu LCsolution Analysis Report =s===

: 12.5%8h-2

: 12.5%E8h-2

: Ricardo Wera

: ChADocuments and
 ColDocurments and
: ChADocurments and
: Default.lor

Settimgs\UsernDeskiopiLecha\12.5%8h-2_45. lcd
Settimgsi\UsenrDes| piLecha\Leche. lcm
Settimgs\UsernDeskiop\Leche\Leche kb

Acquisition Date o TEND 14 1021004 PR
Modified Date 1 18004414 10:45:08 PM
<Chromatogram=>
]
400 £
] &
4 @
300
200 HI||
] & r|
] = |l
100 N
] I | i |
] N W
o] _f.',—*-xj' q [ e -
] \/ .
7 '
L B e L A T L A S B e
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205mm 4
<Results>
PO
o= ] Name [ Bet Time | Area Rinimum Peak Purity Inde]l  Conc. | Units |
[ | | o865 | 2e0328 | Mot calculated 0.000 | mglL
= [GmP= | 13901 | 3196422 | Mot calculated 0000 | mgit |
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Figura 19. (Continuacion).

Sample Hame
Sample D

O perator

Data File Mames
Method File Name
Batch File Mame
Report Filke Mame
Acqguisition Dat=
Modified Date

<Chromatogram=

Shimadzu LCsolution Analysis Report

: 15%%8h-1
: 15%E8h-1
: Ricardo WVera

: ChlDocuments and Setings\UseriDeskiop\Lechel15%2h-1_320 lcd

: ChlDocuments and SetingsiUseriDes

piLecheileche. lcm

 ChDocuments and SETting5".L,ser\Desk-:op'-Le-che‘.Leme.lcb

. Default.lor
: 18504/14 8:01:28 PM
: 180504/14 8:36:40 PM

AL
J T
400+ & |
E o
300
200 H||
m — fl
: E
1 = | |
100 fi (]
] A |
] ] | W \
o - i / -
] Iy .
B o e e e e e B e S B A B B e e S e B B S NI B s e m e e
o L] 10 15 20 25 an 35
min
1PDA Multi 1./205mm <4 nm
=Results>
PDA
1D Mame Ret Time Area finimum Peak Purity Indeg Conc. Units
1 GMP1 2.828 29803385 Mot calculated 0.000 gL
2 GMP2 13.905 42685112 Mot calculated 0.000 gL

IPDA Mult 1

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

Sample Mame
Sample ID

O perator

Crata File Name
Method File Mame
Batch File Mame
Report File Hame
Acquisition Date
Modified Date

<Chromatogram=

: 20%EBh-1
: 20%Bh-1
: Ricardo Wera

: ChlDocuments and SettingsiUsenDeskiopiLechael20%E2h-1_40. led
: ChlDocuments and Settings\UsenDesktopiLecha\Lache_ lem

Drefault lor

16850414 83707 PM

1800414 T:12:10 PM

: ColDocuments and Settings\UsernDeskiopiLecheiLeche lch

s
r =
400 G
] o
300
1 |
200 -
] g
i ol !
] f ||| |
100+ ||I L
7 [ ,I . {
] | | !
o — — "1;' "~ S
] v
—T————7—T—7——T———7 """ T | T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35
min
1PDA Multi 1/205nm 4nm
<Results>
FOA
[ | MName [ Ret Time | Ares Rinimum Peak Purity Inde] Conc. [ Umnits |
[ | EENEE | EEEE] 3793210 Mot calculated o000 | mg |
= | = | 12810 | F102919 | Mot calculated 0.000] mgil |
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ANEXO K

COTIZACIONES REACTIVOS E INSUMOS

Tabla 18. Costos totales.

Bogots, 25 de Agosto de 2018

Sefiores

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
ATN. DR. RICARDO VERA BRAVD

DEFTO DE BIOLOGIA

CIUDAD
COTIZACION Mo. AR -DE33/M6

IT™M DESCRIPCION MARCA CANT VIUNITARIO VITOTAL IVA ENTREGA
1 ACIDO TRICLOROWCETICO FCO X KG PANREAC 1 380.000 380.000 16  10DIAS
2  DI-POTASIO HIDROGENCFOSFATO ANHIDRO X KG PANREAC 1 257.000 257.000 16 10DIAS
3 POTASIO DI-HIDROGENCFOSFATO ANHIDRO X KG PANREAC 1 131.000 131.000 16 10DIAS
4 BODID SULFATO X KG PAMREAC 1 B5.400 85.400 16 10 DIAS
5  TUBD PICENTRIFUGA B0 ML ESTERIL T. FALCON PQX50 NEST 2 42000 24.000 16  10DIAS
6  TUBD FICENTRIFUGA 50 ML ESTERIL FALCON PQX50 FALCON 2 55.000 110,000 16 10DIAS
T JERINGAS FLASTICAS 20 ML SIN AGULA CJ X 80 UND BD 1 43.400 43.400 16 10DIAS
8 MEMBRAMA WYLOM DE 0.22 UM X 47 MM GN CJ X 100 LN MILLIPCRE 1 TEO0.000 Ta0.000 16 B0 DIAS
B MEMBRAMA DURAPORE 0.22 UM X 47 MM GV C X100 U MILLIPORE 1 354.000 354.000 16 10DIAS
10 FILTRO MILLEX DURAFORE ESTERIL 0,22 UM X 32 MM MILLIPORE 1 227.700 227.700 16 10DIAS

AMARILLOS PQ X 25 UND

CONDICIONES COMERCIALES

A » 6% MO INCLUIDOD EM EL WALOR UMITARIC

PAGO : JODIAEFF

VIGENCIA - 30 DIAS

ENTREGA : ESFECIFICADA EN CADA ITEM DESFUES DE RECIBIDA LA ORDEM SALVO VENTA PREVIA
=:LAS ENTREGAS ESTAN SUJETAS A LA DISPONIBILIDAD DE LOS FABRICANTES ==

*=** GUSTOS05 DE PODER SERVIRLES =*

#Yuired A e rEe

AURA N. RAMIREZ
GERENTE
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Tabla 18. (Continuacion).

£ COTIZACION No. 150492
Purificacion y Analisis de Fluidos Ltda. J
' Nit. 860.518.299-1 Oficina Principal: Bogata Calle 93 No. 45-25
' PBX.(571)6111805 FAX. (571)6111835
. Soluciones Tecnoldgicas al alcance de sus manos Ager_mas C.a" Y Medelin
servicioalcliente@pafitda.com
Régimen Comin - www.pafiida.com
SENORES:  PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA NIT: 860013720
DIRECCION:  CR 74062 OF SUMINIDTROS ED CATALURA CIUDAD: BOGOTA
TELEFONO: 3208320/ 8130 FAX: 3208320
CONTACTO: Ricardo Vera Bravo CARGO DOCENTE
CONDICIONES COMERCIALES
FORMA DE PAGO: CREDITO 30 DIAS FECHA EMISION: 30/08/2016
TIEMPO DE DESPACHO:  30-45 DIAS RECIBIDA SU ORDEN DE COMPRA VALIDEZ DE LA OFERTA: 15 DIAS
MONEDA DE COTIZACION: PESOS COLOMBIANOS
Observaciones:

Para los productos ofertados que deban ser importados, la fecha registrada de despacho es nuestro mejor estimado y puede
variar de acuerdo a la disponibilidad del proveedor y los tramites de importacion.

ITEM CATALOGO DESCRIPCION
CANT.  UN.MED. VR.UNIT. DESC. UNIT VR.TOTAL %IVA  VALOR IVA TOTAL
1 GNWP04700 MEMBRANAS MILLIPORE EN NYLON 0.22 MICRAS DE PORO 47 MM DE DIAMETRO, CAJA/ 100
.00 CAIA/100 682,112.00 34,106.00 648,006.00 16% 103,681.00 751,687.00
] FILTROS DE MEMBRANA MILLIPORE TIPO DURAPORE HIDROFILICA, 0.22 MICRAS DE TAMAYO DE PORO, 47
CYWP04700 mm DE DIAMETRO.
.00 CAJA/100 308,928.00 15,446.00 293,482.00 16% 46,957.00 340,439.00
3 UNIDADES DE FILTRACION MILLIPORE, TIPO MILLEX. MEMBRANA DURAPORE DE 0,22 MICRAS, 33 MM DE
SLGVO33RS DIAMETRO, ESTERILES.
.00 CAJA/SO 582,400.00 29,120.00 553,280.00 16% 88,525.00 641,805.00
TOTAL COTIZACION  1,494,768.00 239,163.00 1,733,931.00
"APRECIADO CLIENTE:

Al elaborar su orden de compra tenga presente toda la informacion consignada en esta cotizacion para
evitar inconsistencias, y no olvide citar el nimero de cotizacién en su orden. Por favor remitir su orden

de compra al correo electranico del asesor comercial PAF correspondiente”.
Cuenta Corriente Bancolombia No. 042518299-07
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Tabla 18. (Continuacion)

SOVIREL EU

Fabricante - importador de material en vidrio y montaje para laboratorio.

Equipes de Fizica - Cuimica - Biologia - Microscopios — Balanzas,

Distribuidore: de marcas Schott - Pyrex - Corning - Kimax - Boeco- Merk - Carlo Erba - Panreac,

Nit, §30.093.412-0

Bogotd, 26 Agosto de 2016
Sefores:
PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
Atn. DR RICARDO VERA
La Ciudad.
COTIZACION
Atendiendo su amable solicitud le estoy cotizando.

Cant. Descripcion fRief., Vr.Unit | Vr.Total.
ficida tricloacetico ACS x kilo Loba chemi/ scharlau reactive analitico 800000 | $379.700 |5 379.700
Di-potasio hidrogeno fosfato anhidro (Hidrogeno fosfato) K2HPOY x kilo 008000 | $251.000 |§251.000
scharlau reactivo analitico
Potasio di-hidrogeno fosfato | i hidrogeno fosfato | KH2PO4. ACSxkilo | 0DO0B0 | $125.000 | S 125.000
scharlau

1 | Sulfato de sodio x kilo ACS scharlau 00125 5 80.000 5 80.000

1 | Membrana millipore en nylon 0.22 micras ¥ 47 mm x 100 unidades 20015 5 656,000 |5 656.000
aleman

{ | Membrana durapore 0.22 um x 47 mm GV caja x 100 unidades aleman 10025 6 350,000 | $350.000

1 | Filtro millex durapore estéril 0.22 UM x 33 mm paquete X 25 unidades So021 5224000 | 5224000
aleman

4 | Cajax 50 unidades tubo centrifuga graduade plastico 50 ml aleman 233801 | $37.700 537.700

PRECIOS COTIZADDS MAS EL 16% DELIVA

VALIDEZ DE OFERTA: 30 DIAS

FORMA DE PAGO:35 DIAS

TIEMPO DE ENTRGA: 15DIAS HABILES SALVO VENTA PREVIA.

Jhovany Rincon
Cel.3114594018
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ANEXO L
COTIZACION COLUMNA 'Y PRECOLUMNA

Tabla 18. (Continuacion).

GRUPO ALIANZA ESTRATEGICA

=
CL 35A SUR No. 26B 67 BOGOTA SR RaTEcen”
2022632 2038752 ’Wﬁ,%ﬁéfw-ﬂ
Nit 800.101.118 - 9 Régimen Comun ,
COTIZACION
- . . . . EN PESOS
Suministro de Tecnelogia Analitica y Servicio Certificado, parala
Industria Farmaceutica, Guimica y de Alimentos. No. GAE C-161544
INFORMACION DEL CLIENTE FECHA
Unersdad Joverana 251082016
DlﬁEcochu KR7 4382 PAS COLOMBIA B LR LS
TELEFONO - 320 £320 CIUDAD : BOGOTA Wendy Mendoza
INFORMACION DEL CONTACTO Email DEL ASESOR
" wendy.mendoza@gaeltda.com
Ricardo Vera Bravo CELULAR DEL ASESOR TELEFOND OFICINA
Frofesar 317 503 0625 202 26 22

Estimado cliente, reciba un cordial saludo. En atencion a su amable solicitud, nos complace presentar [a siguiente oferta
de: Columna analitica HPLC

CATALOGO OEM DESCRIPCION UMID CANTIDAD VALORUNIT. DCTO. TOTAL ENPESOS
IXFERAB000 Shoger Protein KW-802.5 wnidad 1 UE 307239132 o Us 3.072.381,32
FOSBR000

Proteln KW-B02.5

SXFETO01E1 Shoder Protein KW-G wnkiad i U5 1.233.074.47 o US 1.233.074,47
FaTog 3t
Prafeln KW-G
- , PARCIAL US 4.305 465,79
Actwidad economica 3313 y 4658 segun DIAN. _

DESCUENTO
VA U5 686 674,53
TOTAL EN PESOS U§ 4.994.340,32

e WIGEMCIA DE LA COTIZACION -
Validez de |3 oferta - 5 dias Forma de pago Papo a 30 dias
Fecha en que caduca : 31/03/2018

Tiempo de entrega: 3 a 4 semanas, después de recibir orden de compra.

Mota:
= Para facturas inferiores a $200.000, el pago sera de contado contra entrega.
= Cotizaciones en dolares, se facturaran con la TRM del dia de facturacion

1- Agradecemos mencionar en su orden de compra el numero de esta cotizacion.

2- Nuestro grupo técnico se acogera a sus politicas de salud, seguridad y ambiente de trabajo,
esperamos su capacitacion.

wik

Su satisfaccion es importante para nosotros.
Por favor, déjencs saber sus comentarios: servicioalcliente@gaeltda.com
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ANEXO M

CERTIFICACIONES CONGRESO

(‘,cmwc

XIIl CONGRESO LATINOAMERICANO DE MICROBIOLOGIA
E HIGIENE DE ALIMENTOS

Medellin 30 de Septiembre de 2016

CERTIFICADO

El XIll Congreso Latinoamericano de Microbiologia e Higiene de Alimentos, certifica que el
trabajo; “Determinacion de Lactosuero en la leche cruda, a partir de la cuantificacion del
glicomacropéptido de caseina por HPLC” realizado por: Angela Herndndez, Steven Pefia,
Ricardo Vera, Mario Rodriguez ,Elizabeth Torres y Alejandro Reyes

Se presentd para optar al ACTA 40 ANOS, entregado en el marco del Xl Congreso
Latinoamericano de Microbiologia e Higiene de Alimentos, llevado a cabo en Medellin del
27 de Septiembre al 30 de Septiembre de 2016.

L1 4)

Ana Karina Carrascal
Directora Académica Secretaria Cientifica

PBX 32019 99 extension 218 [l www. colmic2016.com X i
|‘u"|\-\\\:u‘| . A\N'. |I

E HIGIENE

mercadeo@colmic2016.com [@ academico@colmic2016.com
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GCOLMl(
2008

XIll CONGRESO LATINOAMERICANO DE MICROBIOLOGIA
E HIGIENE DE ALIMENTOS COLMIC 2016

PREMIO ACTA 40 ANOS
2016

El comité cientifico del XIll Congreso Latinoamericano de Microbiologia e Higiene de Alimentos
COLMIC 2016 en su reunién del dia 30 de septiembre de 2016, considerando que:

1. Los estatutos vigentes contemplan la organizacién y otorgamiento del Premio ACTA 40
Afios.

2. Con fecha 1 de abril de 2016, COLMIC realizé a través de la pagina web del Congreso la
convocatoria a la comunidad cientifica y tecnolégica del drea para invitarles a presentar
sus trabajos de investigacion para concursar por el premio.

3. En seguimiento del proceso, luego de la evaluacion y juzgamiento y de acuerdo con el
mecanismo determinado de la adjudicacién del premio, resuelve:

a. Otorgar el primer puesto del premio ACTA 40 Anos al trabajo”Determinacion de
Lactosuero en la leche cruda, a partir de la cuantificacién del glicomacropéptido
de caseina por HPLC" realizado por Angela Hernéndez Steven Pefia, Ricardo Vera
Mario Rodriguez, Elizabeth Torres y Alejandro Reyes.

b. De acuerdo con los términos de la convocatoria y de las comunicaciones
establecidas con los concursantes, no se entregara el premio a los trabajos que,
siendo finalistas, no se presenten en el Xlll Congreso Latinoamericano de
Microbiologia e Higiene de Alimentos.

Se firma en la ciudad de Medellin a los 30 dias del mes de Septiembre de 2016.

:Q, B ot Aule 4J
Luz Mdria Alzate Tamayo Ana Karina Carrascal
Directora Académica Secretaria Cientifica

PBX 32019 99 extension 218 [l www. colmic2016.com X l

CONGREN Y
mercadeo@colmic2016.com (@ academico@colmic2016.com b
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_COLMIC  Xilll Congreso Latinoamericano de
= . Microbiologia e Higiene de los Alimentos

El comité organizador certifica que el trabajo titulado:

Determinacion de lactosuero en la leche cruda, a partir de la cuantificacion del
Glicomacropéptido de caseina por HPLC
Autores:
Angela Hernandez, Steven Pefia, Ricardo Vera, Mario Rodriguez,
Elizabeth Torres, Alejandro Reyes

Fue presentado en calidad de COMUNICACION
ORAL en el XIII Congreso Latinoamericano de
Microbiologia e Higiene de los Alimentos realizado
en la ciudad de Medellin, Colombia, del 27 al 30 de
septiembre de 2016.

Jonetpma c do, Sl ipt

\aneth Luna Cortés 7 Luz Maria Alzate T.
Presidenta Coordinadora Académica

En constancia se firma en la ciudad de Medellin, a los 30 dias del mes de septiembre de 2016
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ANEXO N

FICHAS TECNICAS DE REACTIVOS

Tabla 1. Fichas Técnicas de reactivos.

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

ACIDO TRICLOROACETICO ICSC: 0586
Nindembee 1998
CAS: FE-03-9 Aciclo Icorostancicn
RTECS: AJTETSO0D TCA
Nu-.r 1838 C,HCI,0, f ©C1,CO0H
CE Indice Anexn I:  G07-004-00-7 molacular
CE /| EINECS: 2008272 Masa far: 163.4
TIFD DE PELIGRO ! PELIGROS AGUDOS ! PREVENCION FRIMEROS AUXILIOS /
EXPOSICION SINTOMAS LUCHA CONTRA
INCENDIOS
INCENDID Mo combustible. En caso de incendss S En caso de incendio en & enlonmo: astan
humos (o gases) dcicos & parmitidos wodos los agentes axiniones.
imitares,
EXPLOSION
EXPOSICION JEVITAR TODO mu.l.mﬂ. MEDICO EN TODOS
CONTACTO! CABOSI
Inhatacitn Diclor de garganta. Tos. Sensacidn de Wertilacion (no si es Aire Empio, reposo. Posicitn de
L de polva), extraccitn semiincorporada. Respiracion arificial si
Vamitos. Jadeo. Dificultad rﬂp:auna localizads o proteccitn estiviera indicada. Proporcionar
o ir [| Motas). | respirstoria. asislencia médica.
Piel Dodor. Ervajecimienta. Ampollas. Guanes de probectiin. Cuitar kas ropas coraminadas. Adarar la
Duemaduras el Trage de probeccion. piel con agua abundans o duchanse.
Proporcionar asistencia medica
Ojos Diolor. Ervojecimiento. Quemaduras Paritalla facial o Enjusgar con agua abundante durarie
profundas graves. ocular warios minubos [quitar las lenbes. de
combinsda con ka contacho 5i puede hacerse con facilidad),
=1 S Pespi = F progp wEr asislencis medics,
Ingesticen Sersacitn de quermnazdn. Dolor Mo camer, ni beber, ni Enjuagar la boca. MO provocss @l smilo.
abdominal Shock o colapso. Furnar durarie o trabajo. Dar & beber agua abundame. Reposo.
Proparcionas asistencia medica. Véanss
Matas.
DERRAMES Y FUGAS ENVASADO Y ETIQUETADO

Barrer ka sustancia desramada & introducirta en un recipiente Benos
de agua; si fusra necesant, humedecsr &l polvo pars evitsr Su
dispersidn. Meutralizar cuidadosaments el residus con bases como
bicarbonano de 2odio y hidrdzido de sodio. Eliminarks a
enntirmestidn con agua abundante. Prolection persenal irage de
completa nduyendo equipo SUldnRomo e respEracidn.

Ervass irompible; colosar el envase fragil dentro de un recipiernts

irompible cemada.
Clasificacion UE
Simbolo: C, N
R: 3

Clasificacion de Pelignes NL: B

Grugpo de Ernvasado NLU: 0

RESPUESTA DE EMERGENCILA

ALMACEMAMIENTO

Ficha de amergencia anspone [Transpon Emengency
Card): TEC :R:.-smuml

Separado de slmentos y piensos. Véanse Pebigros Cuimioos.
Mantener en lugar fresen. Mantensr &n lugar seco. Bien cerrada.
Manbener an lugar Bien verlilsdo.

IPCS

Inbermatianal
Programime on

UNEFP

1) By

an el G i5n entre el IPCS y ka Comizsidn Eurcpea @ CE, IPCS, 2005
@) &) Il &= o

VEASE INFORMACIIN IMPORTANTE AL DORSO
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Tabla 1. (Continuacion).

Fichas Internacionales de 5egu ridad Quimica

ACIDO TRICLOROACETICO

ICSC: 0586

DATOS IMPORTANTES

Cristales incoloros & higresoipicos, de olor acre.
PELIGROS QuiMicos
La sustancis s d pare al fka irlersamanbs,

produciends humes Mxicos y corasivas, induyends clorn de
hidrégena y clorsforme. La disalucion en agus es un dcids fusne,
reactiona vislerlaments con bases y &s cormosiva para muthos
mietales.

LIMITES DE EXPOSICION
TLV: 1 ppm (coma TWA), A3 [ACGIH 2005).

MAK: Tk [ro establecids pere hay dalos disponisles) (DFG 2005).

ViAS DE EXPOSICION

La sustancis se pusde absarber por inhalacion del vapor y par
ingestitn.

RIESGO DE INHALACKIN

Por evaporacion de es1a sustancia a 20°C se puede alcarzar basianbe
lentaments una conoeniracion Nociva en & aine.

EFECTOS DE EXPOSICION DE CORTA DURACION

La gustancis ﬂwap@m bos ojos, ko piel y el racto respirslons.
Corrosive par - La inhalacin del vapsr pusde anginar edema
pulmonar (wharss Motas). Los efecios pusden sparecer de forma no
irrnediata, Semmmmﬂglunanﬁm

PROPIEDADES FISICAS

Purito de ebullicion: 108°C
Purite de fusidr: 58'C
Diermicad: 1.6 glern®
Selubsilidad en agua: riuy ebevada

Presion de vaper, Paa 51°C: 133
Densidad relativa de vaper {sire = 1): 5.6

Cosficiene de repana octanoliagua coma log Pow: 1.7

DATOS AMBIENTALES

NOTAS

UE. Respuesta de

Los sintomas del sdema pulmonas no S& ponen de manifieso, & menudo, hasta pasadas slgures

Reposo y viglancia médca son, por ello, imprescindibles. Debe considerarse ka inmedisa administracion de un asrosal adecusdo por un

middicn o persona por o aulorizads, Esta ficha ha side parcalments aciuslizads en octubee de 2005 ver Limites de sxposicitn, Clasificacion
Emergencia

haras y se agravan por el esfusrsn fisico.

INFORMACION ADICIONAL

Limiles de axposiciin profesional (INSHT 2011):
VLAED: 1 ppm; 6,8 maim®

NOTALEGAL

e b versidn espariola,

E=ta ficha contiens |a opinidn colectiva ded Comibé Internacional de Expertos ded IPCS y es independiente de
réquisitos legalles. Su posible uso no s responsabilidad de a CE, el IPCS, sus representantes o el INSHT, autod

O IPCS, CE 2005
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Tabla 1. (Continuacion).
—

Tecno»Productos Ocampo S.A. de C.V.
=

HOJA DE SEGURIDAD

FOSFATO DIPOTASICO
(Grado Alimenticio)

!Seccién Il IDENTIFICACION DEL PRODUCTO
Nombre comercial: Fosfato de Potasio Dibasico

Nombre quimico: Fosfato de Potasio Dibasico

Sinénimos: Fosfato de Potasio Dibasico, Mono hidrégeno Ortofosfato, DKP, Sal di
potésica.

Familia Quimica: Sal inorgéanica

CAS N°: 7758-11-4

Peso Molecular: 174.18

Férmula Quimica: K;HPO,

Producto NO inflamable GRADO DE RIESGO:
NO toxico 4= EXTREMO
; : : 3=ALTO
Por su caracter alcalino es ligeramente 3= MODERADO o
irritante. 1=LEVE
0= INSIGNIFICANTE

Reactividad Amarillo
Especial 0 Especial Ninguna
DATOS DE REACTIVIDAD
1.Sustancia
Estable (X) Inestable
2. Polimerizacion peligrosa:
Puede ocurrir No puede ocurrir (X))
3.Condiciones a evitar : Materiales incompatibles

4. Incompatibilidad (Sustancias a evitar): Puede reaccionar con acidos fuertes.

Contacto con la piel:  No produce irritacion (en periodos cortos de exposicion).

Contacto con ojos: Ligera irritacion
Inhalacion: Ligera irritacion
Ingestion: Irritacion
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T

Tecno-Productos Ocampo S.A. de C.V.
Wsecnid

Seccion V PROCEDIMIENTOS DE PRIMEROS AUXILIOS
SINTOMAS DE PRIMEROS AUXILIOS

ViAS DE ENTRADA LESIONADO
1.- Ingestion Grandes dosis puede Debe beber inmediatamente agua o leche.
accidental provocar trastornos Munca de nada por la boca a una persona gue
gastrointestinales este inconsciente.
Solicitar asistencia medica de inmediato.
2.-Contacto con Irritacion y ardor en Lavar suavemente con agua cormente durante 15
los ojos los ojos minutos, abriendo ocasionalmente los parpados.
Solicitar atencion medica de inmediato.
1.- Ingestion Ligera irritacion Lavar suavemente con agua corriente durante 15
accidental minutos, al mismo tiempo guitarse la ropa
contaminada y calzado. Solicite atencion meédica.
4.-Absorcion Mo identificado Mo se dispone de informacion
5.-inhalacidn Iritacitn en las vias

tracto respiratorias Traslade a un lugar con ventilacion adecuada.

Ojos: Se recomienda el uso de lentes de seguridad

Piel: Se recomienda el uso de guantes de neopreno, botas de hule y guantes de neoprena y
pechera de vinilo, mascarillas con cartuchos para vapores acidos ¢ bien utilizar equipo
autdnomo.

Condiciones de Trabajo: Areas ventiladas

Practicas de Higiene: Después de estar en contacto con este producto lavar con agua vy jabén
todo su equipo de seguridad.

Bafarse y lavar su uniforme para evitar que este contaminada con residuos del producto.

N A NTO
r por compatibilidad.

Debe de estar debidamente etiquetado, la cual debe de contener: nombre del material y color
de almacenaje, junto con las indicaciones de primeros auxilios.

delh-'e alma-::enér ylo transporta

Se‘

Se recomienda almacenar el producto en areas frescas y ventiladas, evitar el contacto del
material con agua y atmosferas con exceso de humedad. Cerrar los sacos inmediataments si
ya no se va ulilizar el material.

Residuos del producto pueden permanecer en el recipiente “vacio”. Para el manejo de los
recipientes vacios y residuos se deben de tomar las mismas precauciones gue en el manejo del

producto.
Limpiar antes de volver a usar o alterar &l contenido de un envase.

Seccion VIl PROCESQ DE DISPOSICION DE RESIDUOS

Proceder de acuerdo a la reglamentacion local, estatal y federal.
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I 1. IDEMTIFICACION DE LA SUSTAMNCIA O PREPARADOD ¥ DE LA EMPRESA

Nombre Comercial :Fosfato de Fotasio monobasico

Sinomimos : Fosfato momopotasico, dihidrogenofosfaio de potasio,
FDE.

Formula Quimica : KH:PO.

Peso Molecular - 126086 g'mal

Use - se wfiliza como un ferfilizante , mo adifivoe alimentaria ¥
un fungicida . También & un agente amortignador.

Identificacion de ls Empresa - Pontificia Universidad Javeriana

www.javerianacalieduo.co

Nuomero Telefonico

: PBX. (571 311 8200 — 7T11: Emergencias Medicas
555: Servicios Generales

I 1. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Identificacion de Riesgos

PRECAUCION! Paede causar irritacion a la piel, ojos v vias
respiratorias. Pusde ser nocivo si se ngiere o se inhala

Simtomas relacionados con la
EIpOsicion

- Inhalscidn

> Pusde canzar una lizera imicion de las vias respiratenas.

- Contacte con los ojos

: Pusde causzar immfacion. enrejecimiento v dalor

- Contacto con la piel

- Debido a su naturaleza acida imritativa, puede causar
mflamacion v deler al contacto prolongada, especialments
con la piel umeda.

- Ingestion

- Lios fosfates son abserbidos lenta & Incompletaments
cuando se ingiers, v rara vez resulian en efectos sistémicos.
Estos efectos, sin embargn, se han producide sintomas que
pusden incloir vomite, letarge, diamea, efecios quimicos de
sangre, efectos sobre el coTazon ¥ sistema pervioso cemiral
La toxicidad de los fosfatos s= debe a su capacidad de
seruestrar el calcio. La intowdcacion de potasio pueds
resultar en efectos corazon. cambios en la frecuencia
respiratoria, sensacion de bormisues en las extremidades,
sensacion de pesadez oo las extremidades, nauseas v diarmea.

I 3. COMPOSICION f INFOR MACION SOBRE LOS COMPONENTES

Nombre del Componente

Faosfato Monobasico de Potasio

Porcentaje CAS
00 0-1005s TI7E-770
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I 4. PRIMEROS ALKILICS

Primeras Auzilios

- Inhalacion

: Bemonver al aire fresco. 5 oo respira, dar respiracion
artificial. 5i se le dificulta respirar, dar oxigeno

- Contactoe con los ojos

: En caso de contacto immediatamente lavar con abundante
dgua por lo menos |5 minatos, abmende v cermande Los
parpados ocasionalmente. Llamar a un medico si imitacion
pErsiste.

-Coontacto com la piel

Lavar picl con abandante agua v jabon mientras 52 remueve
la ropa confaminada.
Conseguir arencion medica si imitacion persizte o se
dezarrolla.

-Ingestion

En caso de ingestion, dar varkos vases de agoa para beber
para diluir. 5 se ingieren prandes cantidades o si 52
pressnfan sintemas, busque ayuda medica. Wo dar nada per
b2 2 una persolld inconsciente.

I £. MEDIDAS DE LUCHA COMTRA INCEMDIOS

Urgidos de Fosfore v Oxido de Po@sio.

Tipo de inflamabilidad > No inflamable
Productos pelierosos de la combustion
Prevencion

Medios de extincion de incendios

Utilizacion de extintores apropiades al fuego circundante
En general uso de agentes de Anhidride Carbonico /o
Palvo Cnumice Seco.

Aplicacion de Azua solo en forma de neblina

Proteccion en caso de incendio

Proteccion de la piel observando uoa distancia de
sepunidad, v usando ropa protectora adecuada

Riesgos espectiicos

No Combusthbls

I 6. MEDIDAS EM CASO DE VERTIDD ACCIDENTAL

Precanciomes generales

22 las heramientas apropiadas pam celocar el material
demamado en un recipiente adecnade pam disposicion de
dezachas.
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Metodos de Limpieza

Tante &l matenial demamado en un beaker grande y
disuslvale con agoa. Vierta los materiales derramados por el
desagie con un amplio exceso de agua. Descontaming el
area del derrame con una sohicion jabsnosa.

Precanciones para el medio ambiente

Evife que el material derramado salga al ambiente exterior.
Evacue Lo necesario pamn la limpieza del demame. 5ilas
condiciones lo ameritan, aumente e area de evacuacion.

7. MANIPULACION ¥ ALMACEMAMIENTO

Cemeral
Medidas de profeccion tecmicas
Almacenamiento Proteja de: calor humedad
Almarenar separadamente de condicionss v productos
mcompatibles.
Proteper contra el dato fisico
Manfener lps envases cermados v debidamente etiquetados
MM anipulacion Mo coma, no beba, no fome misntras manipule este

producta

Evitz &l contacto con ajos pisl: We respire el polvo. Lavese
bien después de su manipulacion

Cbserve las practicas generales de higiene industrial al nsar
este producta

8. CONTROLES DE LA EXPOSICION / PROTECCION PERSOMAL

Proteccion personal

e00

- Proteccion de las vias respiratorias

Wentilacion v/'o proteccion respiratona.

- Proteccion de las manos v coerpo

(Guantes de latex desechables, bara de labomatorio

- Proteccion para la piel

: Utilizar repa de trabajo adecoada que evite el contacto del
producta

- Proteccion para los ojos

:Gafas qumicas o zafas de segunidad. Mantener una ducha
de emerpencia visible ¥ de facil acceso al area de mabaje.

- Ingestion

: Mo comer, no beber v no fumar duranie el mabajo

-Medidas de hiziene particolares

: sustitair la ropa confaminada y sumergir en agua. Lavar las

- Control de exposicion

manes al termino del mabajo

-Parametros de Exposicion
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-TLV-TWA (ppm) {mer/m3): NI
-TLV-5TEL {ppm) (mer'mdj: N.D.
“TLV-C (ppm): ND.

9, PROMEDADES FISICAS ¥ QUIMICAS
Exctado fisico 8 207 Solido
Calor Polvao blanco
Olor Inadora
Punto de fosion [*C] 256" C
Punto de ebullicion [°C] 4007
pH Solocion 5% = 8,00
Presion de vapor, 20°C H. A
Denzidad 2338 gom
Solubilidad en agma 22 51 ml (257 C)
Limites de explosion - Inferior [%4] H.A.
Limites de explosion - Soperior [%i] H.A
Peso molecular : 126,086 g / mal

10. ESTABILIDAD ¥ REACTIVIDAD

Estabilidad v reactividad : Estable & condiciones normales de mamipulacion ¥
almacenamisnta

Productos de descomposicion - Bumes toxicos de: oxidos de fosforo oxidos de sodio oxido
de potasio

Incompatibilidades : - Acidos foertes, como el Acide Sulfirice (reaccion

violenta). Bases fuertes, como el Sodio Hidroxido (reaccion
violenta). Agentes Cridantes foenes

Condiciones a evitar

: Temperahmas exremosas Humedad excesiva

11. INFORMACION TOXICOLOGICA
Toxicidad La mhalacion del palve v &l contacte con la pisl o los ajos
pusde causar irmitacion. La ingestion puede causar afectos
adversos sobre la salud
Sensibilidad al products
Efectos bocales Eszte material puede ooitar piel v ojos.
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12. INFORMACION ECOLOGICA

Informacion sobre efectos ecologicas Evite la confaminacion de alcanfarillas v corses de agua. Mo
52 esperan productos de degradacion peligroses a corto
plazo. Sm embargo, pusdsn formarse producios de
degradacion a largo plaze. i el producto en s1mi sus
productos de desradacion son toxicos.

13.CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

Creneral Lo que 0o sé pusda COnseTvar para recuperacion o reciclaje
debe ser manejado en una mstalacion de eliminacion de
residues adecuadas v aprobadas. El procesamiento,
utilizacion ¢ confaminacion de este producto puade cambiar
las opciones de pestion de residues. Desache el envase y el
contenide oo uilizado de conformidad con los reguizitos
Estatales

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

Transporte terrestre (ADRTPC - RIDV | No esta clasificado como mercana peligrosa
TPE}

- Desominacion para el fransparte FOSFORD DE POTASIO MOWNOBASICD

-N'ONT

- &7 Biesgo

- ADE - Clase

- Etiguetado sezun ADE

- ADE - Diviion

- ADE - Grupo

- Cantidad limitada ADE

Transporte martome (IMDG)
- Denominacion para el fransporte

-N*'ONU

- IMO-TVD- - Clase

- IWO-IMDG - Edgueta

- IMO-IMD G - Grupa

-EmSN®
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13, INFORMACION REGLAMENTARIA

-Smbaolos
~Clasificacion segun la norma NFPA 704

Paligmo a la salod = 1; Pelizre de Inflamabilidad = 0;
Pelipro de Beactividad =0

16. OTRA INFORMACION

Informacion adicional | - Ninzuno'a.

Fin del Documento
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1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO Y DE LA EMPRESA

MNomhbre Comercial

s Sulfate de Sodio

Siponimos 1 Sulfate dizodio, sal dizodie, Sulfato sodico
Formula Quimica s (Nazs0y)

Pezo Alolecular : 142,04 g'mol

Uso : Utilizado como desecante en el laboratorio o la

industria quimica, Se utiliza en la fabricacion de la
celuloza v como aditivo en la fabricacion del vidrio.

Identificacion de la Empresa

: Pontificia Universidad Javeriana
www.javerianacaliedu.co

MNumero Telefonico

: FEX. (572) 321 5200 - 711: Emerzencias Medicas
555 Servicios Ceperales

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Identificacion de Bieszos

s CRISTALES BLAMCOS, INODORD. Este producto
puede causar leve mmitacion al ser inhalade. ingendo, v por
contacto con la mel v ojos. Su principal efecto es diamreico,
cuando e ingendo. La sustansia s descompone por
sobrecalentanmento formands gas tomes (Dicdo de
Arnfre).

Sintomas relacionades con la
EXposicion

- Inhalacion

1 Imitacion. Mo se espera que sea peligroso para la salud

- Contacte con los ojos

1 Puede cansar imtacion.

- Contacte con la piel

1 Imitacion. Mo se esperan efectos adverses.

- Ingestion

: Tharrea. Levemente toxgeo.

3. COMPOSICION / INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Kombre del Componente

Porcentaje %0 Aolar

C.AS

Sulfato de Sodio

99% min

T157-82-6
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4. PRIMEROS AUXILIOS

Primero: Auzilio:

- Inhalacion

- Afre fresco, descanso, posicion semirecta ¥ enviarlo a la
climica hasta que recupere su respiracion.

- Contacto con los ojos

- Lavar los ojos con suficiente agna por lo menos 15
minutes. Avizar al medice si se desamolla la imitacion.

- Contacto con la piel

- Cmitar |z ropa afectada, lavar La piel con suficients agua v
jabon (ducha) v poner ropa seca. Llamar al madico si se
desarrolla la irmitacion

- Ingestion

- Lawar la boca, dar suficiente azna para beber 2 inducir &
vomito. 51 grandes cantidades son absorbidas [lamar al
meédico.

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Tipo de inflamabilidad - Mo mflamabls

Productos pelizrosos de la combustion cMA

Frevendion : Wi fumar Acatar las indicaciones.

Medios de extincion de incendios - Uza cuslguier medio spropizdo pars exingur el fusgo.

Fuezos vednes

WAL

Proteccion en caso de incendio

: 5in mesgo de incendio. Pueden oonmir explosiones
wviolentas en caso de que el sulfaio de spdio se finda con
aluminio

Riesgos especificos

: Mo Combustible

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones generales

- Procurar una bueaa ventilacion, portands Ia ropa de
proteccion personsl reglamentaria.

MMetodos de Limpieza

Ventilar sl area de derrame o escape. Usar ol equipo v
personal adecnado. Fecoger el demmame v contsnerlo para
postesior disposicien. Cusndo sa vava a limpiar ] area de
derrame o escape, humedecer el area para evitar dispersar al
polvo.
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7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

eneral

Medidas de proteccion fécnicas

Almacenamisnte

: Lios contenadores deben permanecer altaments sellados en
umn area fia, seca v veninda. Proteger contra danio fisico,
despejar de sustancias inconpatibles. Contenedores de
aluminio puede ser peligroso cuando estan vacios, puesto
qgue, retienen residuos de productos (polve, solides);
observar toda precancion v adveriencia listada para este
producto.

Almacenamiento - lejos de

: Mantener slejado de contenedores de aloming.

Manipulacion

: Lavar las manos antes de comer. Qruitar v lavar la ropa
contaminadas antes de la renslizacion. Feducir al mmimo la
generacion v acummlacion del polvo. Evitar el contacto con
los @jos, la piel, ¥ 1a ropa.

§. CONTROLES DE LA EXPOSICION / PROTECCION PERSOMAL

Proteccion personal

@00

- Proteccion de las vias respiratorias

: Ventilacion o profeccion respiratosia (respirador). 5i la
atmosfera esta deficiente de oxigens, los respiradores
podrian no proteger al personal

- Proteccion de las manos ¥ cuerpo

- Guantes de goma o plastico, larges de sepuridad, Bata de
laboratorio

- Proteccion para la piel

- Utilizar ropa de frabajo adecuada que evite el contacto del
producto.

- Proteccion para los ojos

: Gafas quimicas o gafas de seguridad. Mantener uns ducha
de emerzencia visible v de facil acceso al area de trabajo.

- Ingestion - Mo comer, 1o beber v 0o fumar durante el mabaje

-Medidas de higiene parficulares : smstimir 12 ropa contaminada v sumergir en agns. Lavar las
manos al terming del rabajo

- Control de exposicion :

-Parameiros de Exposicion
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0. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

-Estade fisico 3 20°C sCristales o polvos blancos
-Color ‘Blanca

-Olor JInodoro

-pH 4.9 {zolucion dal $%)
-Punto de fosion [*C] - 834 ° C (anhidro)

32 4 ° C {decahidrato

-Punto de ebullicion [°C]

- 1420 * C (anhidro)

-Presion de vapor, 20°C

A

-Densidad relativa al agna

12,664 g/ om * {anhidro)
1.464 g/ cm * (decahidrato)

-Solobilidad en azoa

4,76 2100 ml {0 = )
42T g'100 ml {100 = C)
Inzoluble en Etanol

-Limites de explosion - Inferior [%4] tHA,
-Limites de explosion - Superior [%4] tHA,
-Feso molecular 114204 =/'mal

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Estabilidad

- Estable en contensdores altamente sellados, bajo
condiciones normales de nso v almacenamients (temperatura
v presicn ambiente)

Feactividad : Polimerizacion pelizrosa: Minguns Productes pelizrosos de

-Productos de descomposicion descomposicion: Oeddos de smnfre. humos imdtantes ¥
toxicos ¥ Zases, oxide del sodio.

Incompatibilidades - Oxidantes finertes, abomimioe, magnesio, potasio, TSTCID,

plomo, calcio, plata, bario, iones del amonio, esoncie. En
combinacion coa sulfato de sodio, ahmminio ¥ magmesio
estallara 2 300° C.

Condiciomes a evitar

- Materiales incompatibles, zeneracion dal polvo, bumedad,
exceso de calor

11. INFORMACION TOXICOLOGICA
LD 50 ORAL (ratomn) 5080 mg'kz
LD 5) INTRAVENOSA (conejos) 1220 mgﬁg

Efectos cromicos

Mo listado por ACGIH, IARC, NIOSH, el NTP, o el OSHA
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Observaciones especiales sobre ofros
efectos toxicos en el hombre

: Lz piel: Puede causar fmitacion, sungque oo 52 sabe que es
un irritante.

(Ojos: Pusds causar imitacion ocnlar.

Ingsstion: catarticos salinos son mal absorbidos por el macto
gastrointestinal, por o tanto, 1a toxicidad sistémica

12, INFORMACION ECOLOGICA

Informacion sobre efectos ecologicos

- Moo 52 espera que este products quimico canse el
agotamisnto del oxigeno en sistemas scuaticos. Tisne ma
potencial bajo de afectsr oTZanismos ACUATC0S ¥ 58 SSpEra
que 1enga un potencial bajo de afectar micToorganismos
secundarios del ratamiento inutl. Ambieatal: El sulfato de
sodio pusde persistis mdefinidamente en el ambients, pero
o 85 probables demostrar efectos de la biosommmilacion o de
la contsminacidn de la cadena de alimento. 5§ esta diluideo
COT SFIEE, 00 58 eSpera que este products quimico lanzado
directaments ¢ mdirectaments en &l ambiente tenga un

Impacto sigmificanv.
Toxicidad en peces (LOSD): 12750 ppm ( 96 )
Toxcidad daphnia (LC5): 4547 ma'L (96 k)

13.CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

eneral

- Los residues deben eliminarse de acuerde con Las
autoridades faderales, estatales y locales dal medio ambients
COM 1S Tespactives Ieglm&nms de control.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

Tramsporte terresire (ADESTERC - RIIV
TFE)

M. A Sustancia Estable. No esta clasificade come
mercancia peligrosa

- Denpominacion para el tramsporte

SULEATO DE S0DI0

-N°ONU

- N° Riesgo

- ADE - Claze

- Etiquetado segun ADE

- ADR - Division

- ADE - Gropo
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Transporte maritime (IMDZ)
- Denominacion para el transporte

- N ONU

- IMO-IMDG - Claze

- INO-IMDC - Etiqueta

- IVO-IMDG - Gropo

-Em5 N"

- IMDHG - Polucion marina

Tramsporte seres (JCAOQ-TATA)
- Denominacion para &l fransporte

-N* ONU

-TATA - Clase

-IATA - Grupo

15, INFORMACION REGLAMENTARIA

Smbaolos

-Clasificacion segun la norma NFPA 704

IRRITAMNTE (31).+

Pelizro & 12 salnd = 1; Pelizro de Inflamabilidad = (;
Pelizro de Feactividad =1

-Fraze: 5

5-02: Mantengzase fuers del alcance de los nifios
5-11: Mo respirar el polvo.

§-26: En caso de contacto con los ojos, lavensa
inmediata v sbumdantemente con agus ¥ 2odase a
m medico.

5-46: En caso de ingesdon, acidase inmedistaments
al meédico ¥ nmeéstrale s atiquets o el anvasa
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Nosotros Angela Viviana Hernandez Cordon y Cesar Steven Peifia Monroy en calidad de fitulares de la
obra Propuesta para el control de la adulteracion en leche cruda con la adicién de lactosuero
por medio de una cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en Alqueria, elaborada en el afio
2015, autorizamos al Sistema de Bibliotecas de la Fundacion Universidad de América para que incluya
una copia, indexe y divulgue en el Repositorio Digital Institucional — Lumieres, la obra mencionada con el fin
de facilitar los procesos de visibilidad e impacto de la misma, conforme a los derechos patrimoniales que nos
corresponden y que incluyen: la reproduccion, comunicacion piblica, distribucion al publico, transformacion,
en conformidad con la normatividad vigente sobre derechos de autor y derechos conexos (Ley 23 de 1982,
Ley 44 de 1993, Decision Andina 351 de 1993, entre otras).

Al respecto como Autores manifestamos conocer que:

»  La autorizacion es de carécter no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia tiene una vigencia, que
no es perpetua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier otro medio, asi como llevar a
cabo cualquier tipo de accion sobre el documento.

= La autorizacion tendré una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusién de la obra en el
repositorio, prorrogable indefinidamente por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales del autor
y podra darse por terminada una vez el autor lo manifieste por escrito a la institucion, con la salvedad de
que la obra es difundida globalmente y cosechada por diferentes buscadores ylo repositorios en Internet,
lo que no garantiza que la obra pueda ser retirada de manera inmediata de otros sistemas de informacion
en los que se haya indexado, diferentes al Repositorio Digital Institucional - Lumieres de la Fundacion

Universidad de América.

= La autorizacion de publicacion comprende el formato original de la obra y todos los demas que se
requiera, para su publicacion en el repositorio. Igualmente, la autorizacién permite a la institucion el
cambio de soporte de la obra con fines de preservacion (impreso, electrénico, digital, Internet, intranet, o
cualquier ofro formato conocido o por conocer).

= La autorizacion es gratuita y se renuncia a recibir cualquier remuneracién por los usos de la obra, de
acuerdo con la licencia establecida en esta autorizacion.

= Alfirmar esta autorizacion, se manifiesta que la obra es original y no existe en ella ninguna violacion a los
derechos de autor de terceros. En caso de que el trabajo haya sido financiado por terceros, el o los
autores asumen la responsabilidad del cumplimiento de los acuerdos establecidos sobre los derechos

patrimoniales de la obra.
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= Frente a cualquier reclamacion por terceros, el o los autores seran los responsables. En ningun caso la
responsabilidad sera asumida por la Fundacion Universidad de América.

= Con la autorizacion, la Universidad puede difundir la obra en indices, buscadores y ofros sistemas de
informacion que favorezcan su visibilidad.

Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones
de uso de nuestra obra de acuerdo con la Licencia Creative Commons que se sefiala a continuacion:

Atribucion- no comercial- sin derivar: permite distribuir, sin fines
3l comerciales, sin obras derivadas, con reconocimiento del autor.

| Atribucién - no comercial: permite distribuir, crear obras derivadas, sin fines
¥ comerciales con reconocimiento del autor.

Atribucion - no comercial — compartir igual: permite distribuir, modificar,
~ | crear obras derivadas, sin fines econémicos, siempre y cuando las obras
= derivadas estén licenciadas de la misma forma.

Licencias completas: htp:flco.creativecommons.org/?page id=13

Siempre y cuando se haga alusion de alguna parte o nota del trabajo, se debe tener en cuenta la
correspondiente citacion bibliografica para darle crédito al trabajo y a sus autores.

Para constancia se firma el presente documento en Bogota D. C., a los ocho dias del mes de noviembre del

ano 2016.
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