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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Este documento especifica un método para la determinacién de melamina en productos
alimenticios, mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

1.2 Alcance.
Aplica para el personal técnico del Laboratorio.

Prueba o ensayo Norma o met?do Técnica o Método Rang.o.(’le
de referencia medicién
. GB/T 22400-2008 | Cromatografialiquida | 5 0o 1000
Melamina Modificado de alta resolucién ma/k
(HPLC-UV) 99

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1 Definiciones.
Documento [2].
Informacién y su medio de soporte.
Ensayo/prueba [2].
Determinacién de una o mas caracteristicas de acuerdo con un procedimiento.
Procedimiento [2].
Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso.

2.2 Notaciones.
Para propésitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:

“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.
“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.
“[tem”: se refiere a los objetos o materiales bajo ensayo.

3. REFERENCIAS.

[1] ISO/IEC 17025:2017 General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories / Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de
calibracién.

[2] ISO 9000:2015 Quality management systems -- Fundamentals and vocabulary/ Sistemas de
gestion de la calidad-- Fundamentos y vocabulario.

[3] GB/T 22400-2008 Determinacion rapida de melamina en leche cruda: método de
cromatografia liquida de alta resolucién

[4] Gopalakrishnan Venkatasami, John R. Sowa, A rapid, acetonitrile-free, HPLC method for
determination of melamine in infant formula, Analytica Chimica Acta, Volume 665, Issue 2,
2010, Pages 227-230.
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4, DESARROLLO
4.1 Actividades previas

4.1.1 Inspeccidon de la muestra.
Al recibirse la muestra en el laboratorio, esta es inspeccionada con el fin de verificar que haya la
cantidad adecuada de muestra para el ensayo, y debe estar bien preservada de acuerdo con lo
descrito en el PROC-TC-008, Procedimiento de aseguramiento de integridad de las muestras bajo
servicio.

4,1.2 Estabilizacion.
Los items de ensayo, reactivos y los controles de calidad deben atemperarse con suficiente
antelacién de tal manera que se encuentren en equilibrio térmico con el ambiente en el cual se
ejecutaran los ensayos.
Debe verificarse la fecha de expiracion de los reactivos.
La balanza analitica y otros equipos electrénicos que realicen mediciones de alguna magnitud
correspondiente a condiciones de influencia en la ejecucién del ensayo deben encenderse por lo
menos media hora antes de su uso. Asi mismo, deben verificarse los equipos, de acuerdo con lo
establecido en el numera 4.1.3.

4.1.3 Verificacion de equipos.
Antes de iniciar el ensayo, debe verificarse que el estado de funcionamiento de los equipos sea
adecuado. Esto puede llevarse a cabo revisando que cuenten con la etiqueta de mantenimiento
vigente y que estos no tengan alguna etiqueta que lo identifique como “Fuera de servicio”.
Ademas, en el caso en el cual se lleve el control de uso, deben registrarse los ultimos registros
consignados en la plataforma analitica, con el propésito de verificar que no se han registrado fallas
en el funcionamiento. Si algun equipo es utilizado para la mediciéon de alguna magnitud de
influencia en el ensayo, este debe estar calibrado. Por tanto, se debe verificar la etiqueta de
calibracién adherida a este, y comprobar que se encuentre vigente.
Asi mismo, debe verificarse que se haya realizado y registrado la verificacién diaria de la balanza
analitica en el formato FOR-TC-005.
Ademas de lo anterior, debe verificarse la fecha de expiracidon de los patrones, materiales de
referencia y controles de calidad empleados en el ensayo con el fin de evitar el uso de materiales
vencidos.

4.1.4 Manejo de la muestra.

La muestra debe ingresar en un recipiente hermético sin ningun orificio. Para el almacenamiento
de la muestra se debe tener en cuenta que esta debe ser almacenada de forma tal que se prevenga
la contaminacién cruzada con otros productos que afecten otros andlisis. La identificacion,
manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, deben realizarse de acuerdo con
los lineamientos establecidos en el procedimiento PROC-TC-008 Procedimiento de
aseguramiento de integridad de las muestras bajo servicio. En cada uso de la muestra debe ser
expuesta lo minimo posible al ambiente y se debe manipular cerca del equipo.
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Si la muestra es liquida, mezclar hasta homogeneidad aparente mediante agitacién magnética
preferiblemente en el recipiente con el cual ingreso para evitar que la muestra absorba humedad,
de no ser posible; en un tubo Falcon con tapa, transfiriendo la muestra rdpidamente, tomar la
porciéon para el analisis evitando al maximo la exposicién al ambiente de la muestra.

Si la muestra es solida, moler o triturar en su totalidad dentro de una bolsa hermética hasta
homogeneidad aparente, mezclar muy bien dentro de la bolsa y marcarla con rotulo de ingreso
de muestra, tomar la porcién para el andlisis evitando al maximo la exposicién al ambiente de la
muestra.

4,1.5 Medidas de seguridad.
Durante el andlisis tener en cuenta que se debe seqguir el procedimiento aqui descrito sin modificar
u omitir ningun paso.
Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC- 015
Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo XIlI.
Es muy importante limpiar los equipos y las superficies de acuerdo con el PROC-TC-031 en donde
se esta tratando la muestra para evitar cualquier tipo de contaminacion.

4.2 Equipos de medicion
Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos:

e (Cromatdégrafo de liquidos con detector UV/detector de red de diodos.

e Balanza analitica: sensibilidad 0,0001 gy 0,01 g.

e pH-metro: precisién de medicion+ 0,02.

Filtro de disolvente.

Vortex

Centrifuga.

Equipo de filtracién. Para solvente tipo HPLC que permita el uso de filtros de 0,45 um.
Unidades de filtracién de 0,45 um de 33 mm de didmetro.

Agitador.

Balones volumétricos aforados. De 50 mL y 100 mL de capacidad.

4.3 Reactivos y/o soluciones
NOTA: Los reactivos deben ser grado cromatografico

4.3.1. Acetonitrilo (CH3CN): cromatograficamente puro.

4.3.2. Acido fosférico (H3POA4).

4.3.3. Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4).

4.3.4. Patrén de melamina (C3H6NG6): pureza superior o igual al 99%.

4.3.5. Solucién patron de melamina para almacenamiento: 1,00x10°mg/L: Pesar 100 mg de
estandar de melamina (precisién de 0.1 mg), disolver completamente con agua y
mezclar bien en un matraz aforado de 100 mL, conservar a 4°C al protegido de la luz,
el periodo de validez es de 1 mes.

4.3.6. Solucion estandar de trabajo: Preparada en el momento de su uso.
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4.3.6.1.

4.3.6.2.

4.3.6.3.

Solucién estandar A: 2,00 x 102mg/L: Pipetear con precisiéon 20,0 mL de
solucién patrén de almacenamiento de melamina (4.3.5) en un matraz
aforado de 100 mL, diluir con agua hasta la escala y mezclar bien.
Solucién estandar B: 0.50 mg/L: Pipetear con precisién 0,25 mL de
solucion patron A (4.3.6.1) a un matraz aforado de 100 mL, diluir con agua
hasta la escala y mezclar bien.

Pipetear diferentes volimenes de solucion patrén A (4.3.6.1) en matraces
aforados de acuerdo con la Tabla 1, diluir a escala con agua y mezclar bien.
Mezclar bien.

Pipetear diferentes volimenes de solucion patrén B (4.3.6.2) a matraces
aforados, diluir a escala con agua y mezclar bien.

Tabla 1 Preparacion de la solucidn patrén de trabajo (alta concentracion)

Volumen de S(;)T:LE)CIOH patréon A 0,10 0,25 1,00 125 50 12,5
Volumen (mL) 100 100 100 50 50 50
Concentracién de la solucién
patron de trabajo (mg/L) 0.2 0.5 2 > 20 >0
Tabla 2 Preparacion de la solucién patrén de trabajo (baja concentracion)
Volumen de solucién patrén B 1 7 4 2 40
(mL)
Volumen (mL) 100 100 100 100 100
Concentracién de la solucién
patron de trabajo (mg/L) 0,005 0,01 0,02 0.10 0,20

4.3.7.

4.3.8.
4.3.9.
4.3.10.
4.3.11.
4.3.12.
4.3.13.

Tampén fosfato: 0,05 mol/L: Pesar 1,004 g de dihidrogenofosfato de potasio (4.3.3)
(precision de 0,01 g), agregar 800 mL de agua para disolver completamente, ajustar
el pH a 2,6 con acido fosférico (4.3.2), adicionar 2,163 g de 1-Octanosulfonato de
Sodio diluira 1 L con aguay filtrar a través de una membrana (4.3.9).

Jeringa desechable: 2 mL.

Filtro membrana: fase acuosa, 0,45 um.

Filtro de cartucho: fase organica, 0,2 um.

Tubo de ensayo graduado con tapén: 50 mL.

1-octanosulfonato de sodio

Metanol

4.4 Instrucciones De Ensayo
El procedimiento general incluye los siguientes pasos:

4,5.1. Preparacion de la muestra de ensayo
Pesar 0,5 g de muestra (con una precisiéon de 0,0001 g), introducirla en un tubo de ensayo
graduado con tapén de 50 mL (4.3.11), (si la muestra es solida anadir 2mL de agua desionizada),
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anadir 10 mL de metanol (4.3.13), vibrar enérgicamente durante 6 min, Centrifugar a 3.000 rpm
durante 10 min a 5 °C, tomar sobrenadante, diluir 5 veces con agua, vibrar energéticamente y
filtrar con un filtro (4.3.10), obteniendo la muestra para cromatografia liquida de alta resolucién.
Analisis cromatografico.

4,5.2, Determinacion por cromatografia de liquidos de alta resolucién
4,5.2.1. Condiciones cromatograficas

Columna: Shim-pack XR-ODS (75 mm L. X 3.0 mm I.D., 2.2 um)
Fase movil: A; 10 mmol/L buffer (Sodio) fosfato (pH2,6)

gue contiene 10 mmol/L de 1-octanosulfonato de sodio

B; acetonitrilo A/B=92/8(v/v)

Caudal: 1.2 mL/min

Temperatura de la Columna: 40 °C

Volumen de Inyeccién : 10 pL

Deteccion: SPD-M20A at 235 nm

Celda de Flujo: Conventional Cell
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4,5.2.2. Determinacion por cromatografia liquida

4.5.2.2.1. Preparacién del instrumento

Encienda el instrumento, equilibre la columna con la fase mévil y comience a inyectar la muestra
después de que la linea de base sea estable.

4.5.2.2.2. Andlisis cualitativo

Método de identificacién cualitativa basado en la consistencia del tiempo de retencién.
Identifique el pico de melamina en la muestra basandose en el tiempo de retencién del patrén de
melamina. En caso necesario, deben utilizarse otros métodos para una confirmacién cualitativa
adicional.

4.5.2.2.3 Analisis cuantitativo
El método de calibracién es el método del patrén externo.

4.5.2.2.3.1 Curva de calibracién

Segun las necesidades de deteccion, utilizar la solucién patrén de trabajo (4.3.6.3) para inyectar la
muestra por separado, tomar la concentracion de la solucién patrén de trabajo como coordenada
horizontal y tomar el drea del pico como coordenada vertical para trazar la curva de calibracion.

4.5.2.2.3.2 Medicion de la muestra

Utilizar la muestra de ensayo (4.5.1) para inyectar la muestra por separado y obtener el area del
pico objetivo. Calcular el contenido de melamina (mg/kg) en la muestra analizada segun la curva
de calibracién. Los valores de respuesta de la melamina a medir en la muestra deben

estar todos dentro del intervalo lineal del método.

Nota: Cuando el valor de respuesta de la melamina en la muestra supere el limite superior del
intervalo lineal del método, podrd reducirse el volumen de la muestra para su extraccion y
determinacion.

4.5.3. Calculo de los resultados

Los resultados se calculan segun la ecuacién (1):

X = czxﬂ Ecuacién (1)
m” 1000
X - Contenido de melamina en la leche cruda en miligramos por kilogramo (mg/kg);
¢ - Concentracion de la solucién de melamina obtenida a partir de la curva de calibracién en
miligramos por litro (mg/L); V- Volumen de la muestra fijada en mililitros (mL);
m - Masa de pesada de la muestra en gramos (g).

4.5.4. Almacenamiento de Datos

Una vez realizada la osmolaridad de las muestras almacenar los resultados de la siguiente forma:
La carpeta de almacenamiento se encuentra en la siguiente direccion:
L:\LABORATORIO\2025\REGISTROS RG-RT\Cuadros de mando 2025\INSTRUMENTAL\HPLC-
UVAMELAMINA)
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Copiar los archivos generados por el equipo en la carpeta correspondiente teniendo en cuenta
afo/mes/dia en que se realizé el ensayo.
Marcar cada informe generado por el equipo de la siguiente forma:
o MEAAT9TMMDDL#ID
e ME: Melamina
AA: Aio de analisis
191: Numero de andlisis
MM: Mes del andlisis
DD: Dia del analisis
L#: nimero de muestra en lote de analisis
ID: Identificacion de la muestra. (valor numérico que asigna el quipo)

4.6. Resultados

Los datos obtenidos durante el ensayo seran consignados en el formato FOR-TC-162 ("Formato
para el registro de datos primarios para el ensayo") a través de la plataforma LIMs Analitica. Para
ello, el operador debera: (1) acceder al menu de ingreso y filtrar por analisis, (2) seleccionar las
muestras correspondientes, (3) ingresar a la seccidon "Datos adicionales”para registrar los
resultados, equipos utilizados e insumos/reactivos empleados, y (4) adjuntar los resultados
generados por el equipo. Este proceso garantiza la trazabilidad y el cumplimiento de los requisitos
establecidos.

Una vez ingresados estos resultados son revisados por el lider del laboratorio y aprobados por el
director técnico.

Los informes y registros generados son tratados de acuerdo con el procedimiento PROC-GC-003
Procedimiento de control de documentos.

Se aplican los siguientes criterios de cumplimiento, CUMPLE / NO CUMPLE en caso de que el
cliente suministre especificacion de lo contrario el criterio es NO APLICA

4.7. Aseguramiento de la Calidad
El tipo, periodicidad y criterios de aceptacion para los resultados obtenidos de los ensayos para el
control de calidad se resumen en la tabla siguiente:

CONTROL PERIODICIDAD CRITERIO
Blanco de reactivos. Cada que se realice un cambio | Menor o igual a la mitad del
de lote en los reactivos de | limite de cuantificacion.
extraccion.
Estandar Cada que se realice el analisis. | Este es un estandar con

concentracion dentro de los
niveles de la curva, con el fin
de verificar tiempos de
retencion y realizar el célculo
punto a punto.
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El seguimiento de los resultados obtenidos del control de calidad listado en la tabla control debe
realizarse y analizarse mediante el uso de cartas control, de acuerdo con los lineamientos
establecidos en el procedimiento PROC-TC-077.

5.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

RESPONSABILIDADES.

Director técnico.

Asegurar la aplicacién del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

Revisar y aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de
Laboratorio.

Asesorar y orientar los analistas en la resolucion de dudas e inconvenientes surgidos
durante el desarrollo de los ensayos.

Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados de
la ejecucién del método y autorizar las indicaciones a seguir.

Establecer los casos en los cuales se realiza la retencion de muestras.

Director de Calidad.

Asegurar la aplicacién del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados
de la ejecucién del método.

Archivar los registros técnicos relacionados con los ensayos.

Lider de Laboratorio.

Asegurar la aplicacion del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.

Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la trazabilidad
del andlisis (Cuadros de mando, formato de solicitud de servicio y salvaguardia de
muestras, formatos de datos primarios) antes de enviar el informe final al director técnico.
Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta aplica.
Informar al director técnico las desviaciones que se den durante el desarrollo del método.
Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del analisis al lider de calidad y al
director técnico.

Informar los casos en los que se deben de retener las muestras.

Supervisar el cumplimiento de las actividades de aseguramiento de calidad.

Analista.

Sequir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el reglamento del
laboratorio

Ingresar y entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del
laboratorio.
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6.

Realizar revisién de datos primarios y calculos realizados en los cuadros de mandos,
informar al lider del laboratorio en caso de observar alguna desviacion en los resultados
obtenidos teniendo en cuenta las cartas control.

Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el analisis de
tendencias de estos.

Realizar la revisién de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta aplica.
Informar al lider de laboratorio las desviaciones que se den durante el desarrollo del
método.

Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del analisis al lider del laboratorio.
Informar cualquier incidente que suceda durante la realizacién del método.

Revisar que los equipos usados en el desarrollo del método tengan mantenimiento,
calibracién y/o verificacion vigente, de acuerdo con el programa de mantenimiento y
calibracién.

FORMATOS RELACIONADOS.

FOR-TC-011 “Formato de informe de ensayo”.

FOR-TC-007 Formato para el control de calibracion, verificacién, mantenimiento y limpieza de
equipos.

FOR-TC-017 Formato para el control de uso de equipos.

FOR-TC-162 “Formato para el registro de datos primarios del ensayo”

7.

ANEXOS.
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