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INTRODUCCION

La elaboracién de este manual tiene como proposito presentar de manera formal y sistematica los pasos a seguir de
las servidoras y los servidores al realizar las actividades de preparacion de muestras a analizar, los procedimientos
analiticos y la evaluacion de la calidad interna y externa del huevo para el consumo, dentro del laboratorio del
Departamento.
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. OBJETIVO DEL MANUAL

Proporcionar a las servidoras y los servidores ptblicos que integran el Departamento, la secuencia l6gica de las
actividades en el laboratorio que, de forma ordenada y sistematizada, aplicaran a cada uno de los procedimientos
tecnicos que se llevan a cabo considerando las medidas de bioseguridad y de control de calidad establecidas.
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1. MARCO JURIDICO

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos.
D. O. F. 05-1-1917 y sus reformas

LEYES

Ley General de Salud.
D.O.F. 07-11-1984 y sus reformas

Ley de los Institutos Nacionales de Salud.
D.O.F. 26-V-2000 y sus reformas

Ley Organica de la Administracion Publica Federal.
D.O.F. 29-X1I-1976 y sus reformas

Ley General para el Control del Tabaco.
D.O.F. 30-V-2008 y sus reformas

Ley General de Proteccion Civil.
D.O.F. 06-VI-2012 y sus reformas

Ley General de Archivos.
D.O.F. 15-VI-2018 y sus reformas

Ley Federal de Sanidad Animal.
D.O.F. 25-VII-2007 y sus reformas

Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente.
D.O.F. 28-01-1988 y sus reformas
REGLAMENTOS
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios.

D.O.F. 18-1-1988 y sus reformas

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Saiud.
D.O.F. 06-1-1987 y sus reformas

Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal.
D.O.F. 21-V-2012
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Reglamentos de Insumos Para la Salud.
D.O.F. 04-11-1998 y sus reformas

NORMAS MEXICANAS OFICIALES

Norma Oficial Mexicana NOM-064-SSA1-1993. Que establece las especificaciones sanitarias de los equipos de
reactivos utilizados para diagnoéstico.
D.O.F. 24-11-1995

Norma Oficial Mexicana NOM-051-Z0O0-1995. Trato humanitario en la movilizacion de animales.
D.O.F. 23-111-1998

Norma Oficial Mexicana NOM-003-STPS-1999. Actividades agricolas-Uso de insumos fitosanitarios o plaguicidas e
insumos de nutricion vegetal o fertilizantes-Condiciones de seguridad e higiene.
D.O.F. 28-X11-1999

Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones Técnicas para la Produccién Cuidado y uso de

Animales de Laboratorio.
D.O.F. 22-VIll-2001

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Proteccién ambiental-salud ambiental-residuos
peligrosos biologico-infecciosos-clasificacion y especificaciones de manejo.
D.O.F. 17-11-2003

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008. Equipo de proteccién personal, seleccion uso y manejo en los Centros
de Trabajo.
D.O.F 09-XII-2008

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009. Servicios preventivos de seguridad y salud en el trabajo- funciones y

actividades.
D.O.F. 22-Xl11-2009

Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009. Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o

suplementos alimenticios.
D.O.F. 01-ll-2010

Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010. Productos y servicios. Leche, férmula lactea, producto lacteo
combinado y derivados lacteos disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
D.O.F. 27-1X-2010

CONTROL DE EMISION
Elaboro: Reviso: Autorizo:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz
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Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEGOR-2011. Sefiales y avisos para proteccion civil, colores, formas y simbolos a

utilizar.
D.O.F. 23-XIl-2011 y sus reformas

Norma Oficial Mexicana NOM-019-STPS-2011. Constitucidn, integracion, organizacion y funcionamiento de las
comisiones de seguridad e higiene.
D.O.F. 13-1V-2011

Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011. Para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos
D.O.F. 27-I11-2012

Norma Oficial Mexicana NOM-024-SSA3-2012. Sistemas de informacién de registro electronico para la salud.
Intercambio de informacién en salud.
D.O.F. 30-XI-2012

Norma Oficial Mexicana NMX-FF-127-SCFi-2016. Productos Avicolas-Huevo Fresco De Gallina-Especificaciones Y

Métodos De Prueba.
D.O.F. 24-XI-2016

Norma Oficial Mexicana NOM-159-SSA1-2016. Productos y servicios. Huevo, sus productos. Disposiciones y
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
D.O.F. 16-1-2018

Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2018. Productos y servicios. Productos carnicos procesados

especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
D.O.F. 03-1V-2019

CONTROL DE EMISION

Elaboro: Revisé: Autorizé:
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1. PROCEDIMIENTO TECNICO PARA PROCESAR MUESTRAS DE INGREDIENTES

O ALIMENTOS A ANALIZAR

CONTROL DE EMISION
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1.0 DEFINICION DEL PROCEDIMIENTO TECNICO

Es el conjunto de pasos a seguir para la identificacion, la conservacion y en su caso, el acondicionamiento de las
muestras, ingredientes o alimentos que se analizaran en el laboratorio del Departamento.

2.0 OBJETIVO

Conocer las condiciones indispensables de aplicar para un muestreo y andlisis de los alimentos o ingredientes que
deban ser analizados en los laboratorios del Departamento.

3.0 SERVIDORAS Y SERVIDORES PUBLICOS DE SALUD QUE PARTICIPA

Las servidoras y/o los servidores publicos que participan en el procedimiento cuentan con las competencias
cognitivas, el conocimiento de los procesos, la actitud y las habilidades que les permiten obtener y procesar las
muestras de los alimentos o ingredientes.

1. Quimica y/o Quimico de Nutricion Animal.

2. Técnica y/o Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal.

3. Investigadora y/o Investigador de Nutricion Animal.

4. Investigadora y/o Investigador Asociado o Asociada.

4.0 MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO

MATERIAL:

1. Etiquetas autoadheribles.

2. Plumén de punto fino e indeleble.

3. Bolsas resellables de polietileno grueso.

4. Bolsas de papel resistente.

5. Frascos de plastico y/o vidrio de boca ancha, roscada y con tapa.

6. Papel de estraza.

CONTROL DE EMISION

Elaboro:

Reviso:

Autorizo:

Nombre:

Dra. Silvia Carrillo Dominguez

Dra. Martha Kaufer Horwitz

Dra. Martha Kaufer Horwitz
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7. Cepillo de cerdas suaves y mango de madera.
8. Manguera de silicon de 1 cm de diametro.
9. Espatula de acero inoxidable.
10. Estufa de secado con rango de temperatura de 50 -100 °C.
11. Molino de cuchillas.
12. Cribas de 1,2y 3 mm.
13. Molino de martillos.
14. Refrigerador.
15. Congelador.
EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL:
1. Bata de algodon.
2. Mascarilla con filtros para polvos finos.
CONTROL DE EMISION
Elaboro: Revisé: Autorizé:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz
Cargo-puesto: Jefa del Departamento de Nutricion Directora de Nutricién Directora de Nutricion

Animal
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3. Guantes de nitrilo.

4. Goggles.

5.0 INSTALACIONES FiSICAS

El procesamiento se realiza en un cuarto con humedad con temperatura controlada, un ambiente sin ruido y sin
patégenos en mesas de trabajo de acero inoxidable, tuberias con suministro de aire, vacio y gas.

6.0 NORMATIVIDAD ESPECIFICA Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Proteccién ambiental-salud ambiental-residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-clasificacion y especificaciones de manejo.
D.O.F. 17-11-2003

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008. Equipo de proteccién personal, seleccién uso y manejo en los Centros
de Trabajo.
D.O.F 09-X11-2008

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009. Servicios preventivos de seguridad y salud en el trabajo- funciones y
actividades.
D.O.F. 22-Xii-2009

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEGOB-2011, Sefiales y avisos para proteccion civil, colores, formas y simbolos a
utilizar.
D.O.F. 23-X11-2011 y sus reformas

CONTROL DE EMISION

Elaboré: Revisé: Autorizé:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz
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Norma Oficial Mexicana NOM-019-STPS-2011. Constitucidn, integracidén, organizacién y funcionamiento de las
comisiones de seguridad e higiene.

D.O.F. 13-IV-2011
Norma Oficial Mexicana NMX-FF-127-SCFI-2016. Productos Avicolas-Huevo Fresco De Gallina-Especificaciones Y
Métodos De Prueba.

D.O.F. 24-X1-2016
Norma Oficial Mexicana NOM-159-8SA1-2016. Productos y servicios. Huevo, sus productos. Disposiciones y
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba

D.OF. 16-1-2018

Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2018. Productos vy servicios. Productos carnicos procesados,
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba
D.O.F. 03-Iv-2019

7.0 DESCRIPCION DE LA TECNICA

OBTENCION E IDENTIFICACION DE MUESTRA:

La Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal y/o la Investigadora o el Investigador Asociado realiza la
seleccion de las muestras para analisis de acuerdo al o los proyectos de investigacion que esté desarrollando en el

Departamento.

La Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal y/o la Investigadora o el Investigador Asociado identifica con
una etiqueta las muestras para analisis quimico, con los siguientes datos.

1. Nombre de la proveedora y/o el proveedor de la muestra.

2. Lugary método de obtencion.

3. Fechay hora de recoleccion de la muestra.

4. Nombre de la persona que realizo el muestreo.
La Investigadora o el Investigador de Nutricidn Animal y/o la Investigadora o el Investigador Asociado llena una
solicitud para analisis de laboratorio de sus muestras y las entrega a la Quimica o Quimico de Nutricion Animal quien

le indicara el momento en que tiene que entregar las muestras.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal recibe las muestras y verifica que sean homogéneas y representativas.

CONTROL DE EMISION

-

Elaboro: Revis6: Autorizé:
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La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal registra en la bitacora de recepcién de muestras los datos de cada
muestra.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal coloca una etiqueta a cada muestra, con la clave y numero de folio
asignados en la solicitud de acuerdo a lo siguiente:

1. Si es sdlido seco (semillas o henos) coloca la etiqueta de identificacion dentro de la bolsa o frasco limpio y
Seco.

2. Sies humeda, la etiqueta la coloca afuera, con una proteccién para evitar que se deteriore.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal entrega las muestras para andlisis a la Investigadora o el Investigador
Asociado o a la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricidn Animal.

CONSERVACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA ANALISIS:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricién Animal, conserva y almacena la muestra inmediatamente en recipientes limpios y herméticos,
de acuerdo con las indicaciones que se encuentran registradas en la etiqueta de identificacion.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricidn Animal mantienen el tratamiento de las muestras después de realizar el muestreo.

CONTROL DE EMISION

Elabord: Revisé: Autorizé:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz
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La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricidon Animal mantienen la conservacion y almacenamiento de las muestras para evitar alguna
modificacion o descomposicién de las mismas y tener la certeza de que los resultados del analisis sean validos.

La Quimica o el Quimico de Nutricidon Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal realiza la conservacién y almacenamiento de las muestras de acuerdo a los siguientes

puntos:

1. Realiza la limpieza de la muestra de acuerdo al objetivo y tipo de analisis, eliminando el material que
considere extrafno.

a. Sila muestra es seca, se extiende sobre una superficie limpia (coloca papel estraza, para mantener la
muestra libre de algin contaminante y facilitar el manejo de los residuos), separa cualquier material
extrano y lo pesa de ser necesario.

b. Si la muestra es de forraje y contiene tierra, ésta se eliminaréd con la ayuda de un cepillo de cerdas
suaves con mango de madera o con aire a presion proveniente de la toma de las mesas de trabajo de los
laboratorios.

Nota: no se utiliza agua para el lavado, porque las muestras quedarian expuestas a la lixiviacién de
compuestos solubles.

2. Realiza el secado de la muestra a una temperatura menor a 65 °C.

Nota: cualquier material que sea secado arriba de 90 °C es inservible para andlisis posteriores.

3. Cuida que la muestra no presente cambios significativos (pérdida de humedad, absorcion del agua
atmosférica) durante el almacenamiento previo a su anélisis.

4. Cuida la temperatura durante el manejo de la muestra, antes, durante y después del analisis, ya sea
temperatura ambiente, refrigeracion (0 - 4 °C) o congelacién (-18 a - 20 °C), tomando en cuenta si la muestra
es fresca, perecedera o no.

5. Elige el recipiente en funcién del tipo de material y de los analisis que se requieren efectuar en la muestra.

6. Guarda la muestra seca en frascos de vidrio o de plastico de boca ancha, con tapdn de rosca o en bolsas
gruesas de polietileno resellables.

7. Guarda los forrajes frescos o parcialmente secos en bolsas de papel resistente, lo que evita que se deteriore
la muestra a fin de evitar el crecimiento de microorganismos por la presencia de humedad.

Nota: si se va a analizar un ensilaje y se cuantificaran los acidos grasos volatiles, la muestra debe

conservarse en congelacion.
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MOLIENDA DE LAS MUESTRAS:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal realiza la molienda en seco o en humedo, dependiendo del tipo de muestra y tomando
en cuenta las siguientes consideraciones:

Ventajas Desventajas
Reduce el error de muestreo. Implica trabajo preliminar (secado).
Aumenta la solubilidad de la muestra Puede favorecer la descomposicién de la muestra
y la reactividad quimica. durante la molienda debido al aumento de temperatura.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal muele la muestra seca en un molino de cuchillas o martillos y la tamiza a través de
una malla, criba o tamiz de 2-3 mm.

La Quimica o el Quimico de Nutricidn Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricién Animal en caso de ser necesario, realiza un submuestreo por cuarteo, lo muele y tamiza a
través de una malla de 1 mm para obtener muestra con un tamafio menor de particula, si el analisis asi lo requiere.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal realiza |la separacién de substancias extrafias con cribas o tamices, en caso de que la
muestra por analizar ya esté molida.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricién Animal guarda la muestra ya molida en bolsas de plastico o frascos bien tapados y
etiquetados, y cuando asi lo requiera el analisis en frascos ambar o cubiertos con papel estraza o aluminio; siempre
evitando rebasar los % de capacidad del contenedor.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal guarda el material ya molido en bolsas de plastico o frascos bien tapados y
etiqguetados y cuando asi lo requiera el andlisis en frascos ambar o cubiertos con papel estraza o aluminio.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal mantiene los recipientes con las muestras secas y molidas en un sitio alejado de la luz
o cubiertos con papel aluminio.

Nota: el uso de frascos de vidrio, plastico o bolsas sucios o mal cerrados puede provocar la alteracién o
contaminacién de la muestra, afectando los resultados de su analisis.
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CODIGO:

8.0 MEDIDAS DE CONTROL PARA ELEVAR LA CALIDAD Y SEGURIDAD DE LAS
PERSONAS BENEFICIARIAS

No Aplica.

9.0 GLOSARIO DE TERMINOS

9.1 Acidos grasos

volatiles:

9.2 Criba o malla:

Subgrupo de &cidos grasos con cadenas carbonadas de menos de seis atomos de

carbono. Su volatilidad se debe a la corta cadena carbonada que poseen, en contraste
con los acidos grasos de cadena larga, que son solidos a temperatura ambiente.

deseados con que se haya mezclado.

Utensilio que se emplea para limpiar la muestra separandola de otros sélidos no

9.3 Cuarteo: Muestreo, que se realiza con el objeto de obtener de una muestra, porciones
representativas de tamafio adecuado para efectuar las pruebas de laboratorio que se
requieran.

9.4 Ensilaje: Proceso de conservacion del forraje basado en una fermentacion del pasto que
produce acido lactico y un aumento en la acidez.
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9.5 Forraje:

9.6 Heno:

9.7 Hermético:

9.8 Lixiviacion:

9.9 Molienda:

9.10 Microorganismo:

9.11 Patégeno:

9.12 Tamizar:

Especie o mezcla de plantas, cultivadas por sus partes vegetativas, con la exclusién de
los frutos y las semillas para alimentacion animal.

Hierba, de gramineas o de leguminosas, cortada, seca y utilizada como alimento para
los animales.

Recipiente que cierra perfectamente de modo que no deja pasar aire ni liquido.

Separacion de una o varias sustancias contenidas en una matriz sélida, usualmente
pulverizada, mediante el uso de disolventes liquidos.

Proceso mediante el cual se reduce el tamafio de particula de una muestra.

Organismos que solo pueden verse bajo un microscopio; incluyen bacterias, protozoos,
algas y hongos.

Término empleado para cualquier microorganismo que cause o transmita una
enfermedad.

Método mecanico para separar solidos formados por particulas de diferentes tamarios.

10.0 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Zumbado Fernandez Héctor Manuel. 2008. Analisis Quimico de los Alimentos: Métodos clasicos. Instituto de Farmacia
y Alimentos. Editorial Universitaria del Ministerio de Educacion Superior. La Habana, Cuba. 433 p.

Greenfield H, Southgate DAT. 2003. Datos de composicién de alimentos. Obtencién, Gestién y Utilizacion. FAO,

Roma, 321 p.

FAO. 1893. Manuales de control de calidad de los Alimentos. 1. El laboratorio de control de los alimentos. Estudio
FAO: Alimentacion y Nutricion 14/1. Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, FAQ,

ROMA. 80 p.

11.0 CAMBIOS EN ESTA VERSION
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Soluciones

2. Procedimiento Técnico para Preparar

CODIGO:
M.T./0.5.0.1
REV: 00
lcuucusmlem‘?: HOJA 2
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN
DE: 13

1.0 DEFINICION DEL PROCEDIMIENTO TECNICO

Son pasos y consideraciones que se deben de tomar en cuenta en la preparacién de las soluciones que se utilizan

durante la realizacién de los diferentes analisis en los laboratorios del Departamento.

2.0 OBJETIVO

Identificar y lograr las condiciones para la preparacion de las diferentes soluciones utilizadas en los laboratorios del
Departamento cuidando las condiciones de seguridad y precision requeridas.

3.0 SERVIDORAS Y SERVIDORES PUBLICOS DE SALUD QUE PARTICIPA

Las servidoras y servidores publicos que participan en el procedimiento cuentan con las competencias cognitivas, el
conocimiento de los procesos, la actitud y las habilidades que les permite preparar las soluciones.

1. Quimica y/o Quimico de Nutricion Animal.

2. Técnica y/o Técnico de Laboratorio de Nutriciéon Animal.

3. Investigadora y/o Investigador Asociado.

4. Investigadora o Investigador de Nutricion Animal.

4.0 MATERIALY EQUIPO NECESARIO

MATERIAL:

1. Vaso de precipitados de vidrio clase A.

2. Pipeta Pasteur de vastago corto.

3. Matraz volumétrico de 1 L, clase A.

4. Matraz volumétrico de 100 mL, clase A.

5. Pipeta serologica.

6. Propipeta.
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7. Barras magnéticas para agitacion.
8. Espatula de acero inoxidable.
9. Parrilla de agitacion magnética.
10. Balanza analitica.
11. Campana de extraccion para acidos.
12. Campana de extraccion para solventes organicos.
EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL:
1. Bata de algodon.
2. Mascarilla con filtros para polvos finos.
3. Guantes de nitrilo.
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4. Goggles.

5.0 INSTALACIONES FiSICAS

El procedimiento se realiza en un ambiente sin ruido y sin patégenos en mesas de trabajo de acero inoxidable, dentro
de una campana de extraccion para solventes orgénicos, o una campana de extraccion para vapores toxicos (acidos y
alcalis) cuando las medidas de seguridad asi lo indiquen.

6.0 NORMATIVIDAD ESPECIFICA Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccién ambiental-salud ambiental-residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-clasificacion y especificaciones de manejo.
D.O.F. 17-11-2003

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008. Equipo de proteccién personal, seleccién uso y manejo en los Centros
de Trabajo.
D.O.F 09-XII-2008

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009. Servicios preventivos de seguridad y salud en el trabajo- funciones y
actividades.
D.O.F. 22-XII-2009

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEGOB-2011. Sefiales y avisos para proteccion civil, colores, formas y simbolos a
utilizar.
D.O.F. 23-X11-2011 y sus reformas
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Norma Oficial Mexicana NOM-019-STPS-2011. Constitucion, integracion, organizacién y funcionamiento de las

comisiones de seguridad e higiene.
D.O.F. 13-IV-2011

7.0 DESCRIPCION DE LA TECNICA
PREPARACION DE SOLUCIONES:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricidon Animal verifica en la etiqueta y/o en el
certificado correspondiente, la utilidad del reactivo.

1. Fecha de caducidad.

2. Pureza.

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal prepara la solucién o soluciones requeridas para cada analisis.

Nota: emplea la cantidad correspondiente de reactivo, sin exceso ni deficiencia para reducir el riesgo de errores y
desperdicio de reactivos. La estandarizacion en la preparacion de soluciones reduce la variacion de resultados.

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricion Animal verifica la pureza de los reactivos de acuerdo a la siguiente clasificacién:

Abreviacién Significado Pureza relativa
AR* Analytical Reagent (Reactivo analitico) Grado alto
CpP* Pure Chemically (Quimicamente puro) Grado alto

American Chemical Society Standard

ACS* (Estandar de la Sociedad Quimica Grado alto
Americana)
USP* US Pharmacopea (pharmaceutical) Grado mediano

(Farmacopea US - farmacéutica)

Tech* Technical grade (Grado técnico) Pureza baja
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Abreviacién Significado Pureza relativa

Prac* Practical grade (Grado practico)

HPLC High Performance Liquid Chromatography
GC Gas Chromatography
BM Biologia Molecular

Utilizable para la
manufactura quimica

Grado alto

Grado alto

Grado alto

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal revisa que los reactivos que va a
emplear sean los correctos para preparar la solucién en la concentracion y volumen requeridos.

Solucién molar (M):

La molaridad (M) es la concentracién de una disolucidn expresada en cantidad de moles de soluto disueltos en un litro
de solucién. Se expresa en moles de soluto por cada litro de solucién.

M= PM/L
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Donde:

PM = Peso molecular (g) de un mol de soluto.
L= Litro.

La Quimica o el Quimico, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador
Asociado o [a Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal prepara la solucién molar tomando en cuenta la
pureza del reactivo, disolviendo un mol del compuesto en el disolvente indicado y diluyendo hasta un volumen final de

un litro.

Cuando se desean cantidades pequefas o grandes de una solucion, se utilizan fracciones o multiplos del mol que se
disuelven y diluyen a la fracciéon o multiplo del litro, segun sea el caso.

Ejemplo:

Para preparar 1 L de una solucion de acido sulfurico (H2SO4 1 M, la Quimica o el Quimico, ta Investigadora o el
Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de
Laboratorio de Nutricién Animal toma en cuenta la informacion sobre el compuesto y sigue los pasos descritos a
continuacion:

i

Registra los datos sobre el reactivo:

PM del H2S04= 98 g/mol

Densidad (8) del H2SO4= 1.8364 g/mL
Pureza = 96 %

1M = 98 g acido sulfurico/1L

Considera la densidad del reactivo:
1.8364g-1mL

98 g-xmL

x=53.4mL
Considera su pureza:
100 mL - 96 mL H2S0s4

xmL - 53.4 mL H2SO4
x = 56.625 mL H2S0a

Mide con una pipeta, propipeta y probeta los 56.625 mL de &cido sulfrico calculados y los deposita en un
vaso de precipitados de 100 mL.

Vierte aproximadamente 750 mL de agua destilada a un vaso de precipitados de 1L.
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5. Transfiere el acido sulfurico al vaso con agua teniendo cuidado de hacerlo muy lentamente ya que la
reaccion es exotérmica.

6. Espera a que la solucion se enfrie.

7. Vierte en un matraz volumétrico de 1L y afora a la marca con agua destilada ayudandose de una piseta.

Solucién normal (N):

La normalidad (N) es la concentracién de una disolucion expresada en equivalentes de soluto que se encuentran
disueltos en un litro.

Un equivalente corresponde al peso molecular de la sustancia, dividido entre el nimero de atomos de hidrégeno (H*)
o de radicales hidroxilos (OH-) reemplazables que contenga la molécula.

Ejemplo de numero de equivalentes:

El &cido sulfirico (H2S04) tiene dos unidades que reaccionan, entonces, el peso equivalente (p.eq) del acido se
calcula dividiendo su PM entre 2:

p.eq. H2SO4 = PM/2 = (98.08 g /mol)/2 = 49.04 eq /mol
El acido clorhidrico (HCI) solo tiene una unidad que reacciona, por lo tanto, su peso equivalente sera:
p.eq. HCl = PM/1 = (36.5 g mol)/1 = 36.5 eq./mol
Ejemplo:
Para preparar 1 L de una solucién 0.1 N de &cido sulfurico (H2S04), la Quimica o el Quimico, la Investigadora o el
Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio
de Nufricion Animal toma en cuenta la informacién sobre el compuesto y sigue los pasos descritos a continuacion:
1. Registra los datos sobre el reactivo:
PM = 98 g/mol
Densidad () = 1.8364 g/mL

Pureza = 96%

2. Calcula el peso equivalente del acido sulfirico, es decir, su PM dividido entre el nimero de atomos
sustituibles, que en este caso son 2 atomos de hidrégeno:

98 g/2 = 49 g de acido sulftrico
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9.

Considera que la concentracidn requerida es de 0.1N para determinar la cantidad de reactivo necesario:
1N- 49¢
0.1 N- X
X =4.9 g de acido sulfirico
. Considera la densidad del reactivo:
1.8364 g - 1mL
4949 - x mL
X =267 mL H2S04
Considera la pureza:
100 mL del reactivo - 96 mL de H,SO,
X- 2.67 mL H,SO,
X =278 mL H2S04
Mide con una pipeta, propipeta y probeta los 2.78 mL de &cido sulfirico calculados y los deposita en un vaso

de precipitado de 100 mL.
Vierte aproximadamente 750 mL de agua destilada a un vaso de precipitados de 1 L.

Transfiere el acido sulfurico al vaso con agua teniendo cuidado de hacerlo muy lentamente ya que la
reaccion es exotérmica.

Espera a que la solucién se enfrie.

10.Vierte en un matraz volumétrico de 1 L y afora a la marca con agua destilada ayudandose de una piseta.

Solucién porcentual (%):

Una concentracion porcentual representa la cantidad de soluto en 100 mL de solucidn.

Puede expresarse de diferentes formas:

Volumen en volumen (vv), es decir, liquido en liquido
Peso de volumen (p/v), es decir, masa en liquido.
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Para preparar 100 mL de soluciones porcentuales la Quimica o el Quimico, la Investigadora o el Investigador de
Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion
Animal sigue los pasos de cada uno de los ejemplos descritos a continuacion:
Ejemplo de soluciones porcentuales de un liquido diluide en otro liquido (liquido en liquido) (vv):
Solucion de etanol al 96 % y solucién de metanol al 80 %
1. Mide en una probeta de 100 mL los 96 mL de etanol o los 80 mL de metanol.
2. Transfiere a un matraz volumétrico de 100 mL.
3. Afora hasta la marca con agua destilada ayudado de una piseta.
Ejemplos soluciones porcentuales de un sdlido disuelto en un liquido (peso en volumen) (p/v):
Solucion de cloruro de sodio al 10 %.
1. Pesa 10 g de cloruro de sodio.
2. Disuelve en el solvente indicado, en un vaso de precipitados de 100 mL.
3. Transfiere a un matraz volumeétrico de 100 mL
4. Afora hasta la marca con el solvente indicado ayudado de una piseta.
Solucién alcohdlica de rojo de metilo 0.05 % (p/v) en metanol al 80 %.
1. Pesa 0.05 g de rojo de metilo.
2. Disuelve en aproximadamente 80 mL de metanol al 80 % en un vaso de precipitados de 100 mL.
3. Transfiere a un matraz volumétrico de 100 mL.
4. Afora hasta la marca con la solucion de metanol ayudado de una piseta.
Nota: una vez elaboradas las soluciones, las mantiene en frascos de vidrio limpios y etiquetados con el nombre y
formula de la solucion, la concentracion, nombre de quien lo prepard y la fecha de elaboracion.
Solucién titulada o valorada:

Es la solucion cuya concentracion se determina empleando otra solucion de concentracion conocida.
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Para elaborar esta determinacion la Quimica o el Quimico, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la
Investigadora o el Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza una
titulacién acido-base siguiendo los pasos descritos a continuacion:

1. Coloca en una bureta la solucion de concentracién conocida (C,).

2. Coloca en un matraz un volumen conocido (V2) de la solucion cuya concentracion es desconocida (Cz) es
desconacida.

3. Agrega unas gotas del del indicador que corresponda al tipo de material y reactivo empleado en el analisis.
4. Comienza a verter la solucién de la bureta al matraz.

5. Registra el volumen utilizado de la solucion en la bureta (V1) que requirid para alcanzar el punto de equilibrio,
es decir, para que el indicador cambie al color caracteristico.

6. Calcula la concentracién de la solucién problema utilizando la siguiente formula:
CV; =C,V,
Donde:
C; = Concentracion de la solucién de referencia (concentracion conocida).
C, = Concentracidn de la solucién problema (concentracion desconocida).
V. = Volumen utilizado de la solucion de referencia (mL).
V, = Volumen de solucion problema (mL).
7. Se despeja C,:

C,=Ci\Vy
V.,

8.0 MEDIDAS DE CONTROL PARA ELEVAR LA CALIDAD Y SEGURIDAD DE LAS
PERSONAS BENEFICIARIAS

No Aplica.
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9.0 GLOSARIO DE TERMINOS

9.1 Acido sulfirico:
9.2 Afora:

9.3 Bureta:

9.4 Exotérmica:

9.5 Indicador (colorante):

9.6 Molaridad:

9.7 Mol:

9.8 Normalidad:

9.9 Peso en volumen:

9.10 Peso equivalente:

9.11 pH:

9.12 Pipeta:

9.13 Piseta:

Compuesto quimico extremadamente corrosivo y cuya formula es H,SO,.
Llevar a la marca en un matraz volumétrico el volumen de una solucion.

Recipiente de forma alargada, graduadas, tubulares de diametro interno uniforme, de
diferentes capacidades en volumen. Se emplea para medir con precision volimenes de
liquidos a una determinada temperatura.

Reaccidén quimica que libera energia en forma de calor.
Sustancia quimica que cambia su color al cambiar el pH de la disolucion.

Es la concentracidn de una disolucion expresada en moles de soluto que se
encuentran disueltos en un litro y se expresa en moles/iitro, con el simbolo “M”.

Unidad con que se mide la cantidad de sustancia, una de las siete magnitudes fisicas
fundamentales del Sistema Internacional de Unidades, de simbolo mol, que equivale a
la masa de tantas unidades elementales (dtomos, moléculas, iones, electrones, etc.)
como atomos hay en 0.012 kilogramos de carbono 12.

1 mol = 6,022 140 76 x 1023 unidades elementales.

Es la concentracion de una disolucién expresada en equivalentes de soluto que se
encuentran disueltos en un litro y se expresa como Eqg/litro, con el simbolo “N”.

Es la concentracién de una solucidn expresada como la relacion de un sdlido disuelto
en un liquido (g/L, mg/mL, kg/ L, etc.).

Es el resultado de dividir el peso molecular de un compuesto entre el nimero de
hidrégenos o hidroxilos sustituibles.

Es una medida que indica la acidez o la alcalinidad de una solucion. Se define como la
concentracion de iones de hidrégeno en el agua. Presenta valores de 0 a 14.

Es un instrumento volumétrico de laboratorio formado por un tubo transparente,
generalmente de vidrio, que termina en una de sus puntas de forma conica y tiene una
graduacion (una serie de marcas grabadas) indicando distintos volumenes.

Recipiente cilindrico sellado con tapa rosca, el cual posee un pequefio tubo con una
abertura capaz de entregar agua o cualquier liquido que se encuentre contenido en su
interior, en pequenas cantidades.
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9.14 Porcentaje:

9.15 Propipeta:

9.16Titulacién o
valoracion:

9.17 Volumen en volumen:

Es la concentracion de una solucion expresada como las unidades de un sélido o un

liquido disuelto en 100 unidades de otro liquido.

Auxiliar de pipeteado muy seguro ya que con sus valvulas permite la absorcion de los
reactivos liquidos y muestras de forma mas segura evitando el contacto con la piel.

Es el procedimiento empleado en analisis volumétrico, en el cual una solucién de
concentracion conocida llamada titulante o patrén, se le agrega a una solucién de
concentracion desconocida desde una bureta hasta lograr el punto final o de

equivalencia (diferente al punto de equilibrio).

en otro liquido (mL/L, ul/L etc.).

10.0 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Es la concentracion de una solucion expresada como la relacion de un liquido disuelto

CHEMISTRY FOR ENGINEERING. Prince George's Community College. Chemistry LibreTexts. Recuperado de:
chem.libretexts.org (18 octubre 2022).

https://chem.libretexts.org/Courses/Prince_Georges_Community_College/CHEM_2000%3A_Chemistry_for_Engineers
_(Sinex)/Unit_4%3A_Nomenclature_and_Reactions/Chapter_12%3A_Aqueous_Reactions/Chapter_12.1%3A_Prepari

ng_Solutions.

Zumbado Fernandez Héctor Manuel. 2008. Analisis Quimico de los Alimentos: Métodos clasicos. Instituto de Farmacia
y Alimentos. Editorial Universitaria del Ministerio de Educacién Superior. La Habana, Cuba. 433 p.
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3. PROCEDIMIENTO TECNICO PARA DESARROLLAR TECNICAS ANALITICAS
ESPECTROFOTOMETRICAS
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1.0 DEFINICION DEL PROCEDIMIENTO TECNICO
Es un método utilizado para medir la cantidad de luz que absorbe una sustancia, la cual se mide cuando un haz

[uminoso pasa a través de la solucion muestra, basandose en la Ley de Beer y Lambert. Esta medicién también puede
usarse para medir la cantidad de un producto quimico conocido en una sustancia.

2.0 OBJETIVO
Lograr las condiciones necesarias para obtener la preparacion de las curvas de calibracion, asi como la preparacion

de las muestras y cuantificarlas espectrofotométricamente en los laboratorios del Departamento cuidando las
condiciones de seguridad y precisién requeridas.

3.0 SERVIDORAS Y SERVIDORES PUBLICOS DE SALUD QUE PARTICIPA
Las servidoras y los servidores publicos que participan en el procedimiento cuentan con las competencias cognitivas,
el conocimiento de los procesos, la actitud y las habilidades que les permite desarrollar técnicas analiticas
espectrofotométricas.

1. Quimica y/o Quimico de Nutriciéon Animal.

2. Técnica y/o Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal.

3. Investigadora y/o Investigador de Nutricion Animal.

4. Investigadora y/o Investigador Asociado.

4.0 MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO
MATERIAL:
1. Matraces de vidrio rojo aforado de 10 mL.
2. Probeta de vidrio de 500 mL.
3. Probeta de vidrio de 100 mL.
4. Tubos de vidrio de 50 mL.

5. Tubos de vidrio de 10 mL.
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6. Embudos de vidrio.
7. Matraces bola de 250 mL, con boca esmerilada.
8. Matraces de Erlenmeyer de 250 mL.
8. Vaso de precipitados de vidrio linea A.
10. Pipeta Pasteur de vastago corto.
11. Barras magnéticas para agitacion.
12. Celdas de cuarzo.
13. Espatula de acero inoxidable.
14. Gradillas para tubos de 10 mL.
15. Gradillas para tubos de 50 mL.
16. Matraz volumétrico de 1L, clase A.
17. Matraz volumétrico de 100m, clase A.
18. Micropipeta automatica de 100-1000 pL.
19. Micropipeta automatica de 200-1000 pL.
20. Micropipeta automatica de 1-5 mL.
21. Papel filtro Whatman No. 41.
22. Puntas para micropipeta automatica de 200-1000 pL.
23. Puntas para micropipeta automatica de 100-1000 pL.
24. Puntas para micropipeta automatica de 1-5 mL.
25. Papel aluminio.
26. Pipeta serolégica de 5y 10 mL.
27. Propipeta de tres vias.
CONTROL DE EMISION
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28.Tubo de ensaye de vidrio de 13 x 100.

29. Vaso de precipitados de vidrio de 100, 250 y 500 mL, clase A.
30. Tubos de ensaye de vidrio con boca roscada y tapa de baquelita.
31. Etiquetas adheribles.

32. Plumon indeleble.

33. Probeta de 500 mL.

34. Bulbos para pipeta Pasteur.

35. Matraz aforado de 10 y 100 mL.

36. Frascos ambar.

37. Termémetro.

REACTIVOS:

1. Metanol grado reactivo, J.T. Baker.
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2. Estandar de acido galico 99.8 % pureza.
3. Acido clorhidrico.
4. Carbonato de sodio.
5. Reactivo de Folin Ciocalteu.
6. Agua destilada.
7. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil).
8. a-tocoferol.
9. Catequina.
10. ABTS (acido 2, 2 azinobis-3-etilbenzotiazolina-8-sulfénico, sal diamdnica).
11. Persulfato de potasio.
12. N-butanol 950 mL (95 %).
13. Sulfato férrico de amonio.
14. Acetona.
15. Rodanina.
16. Persulfato de amonio grado analitico (NH4)2S20s.
17.Trioxido de arseénico (As203).
18. Acido sulfarico concentrado 98%.
19. Cloruro de sodio (NaCl).
20. Yodato de potasio (KiQs).
21. Sulfato de amonio cérico [(NH4)sCe(SO4)4* 2H20)].
22. Acido arsenioso.
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EQUIPOS:
1. Balanza analitica.
2. Vortex.
3. Rotavapor.
4. Espectrofotémetro UV/Vis.
5. Agitador orbital.
6. Sonicador.
7. Refrigerador.
8. Congelador.
9. Bafo Maria.
10.Centrifuga.
11.Bloque de calentamiento.
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EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL.:

. Guantes de caucho de butilo.

Respirador con cartuchos 3M para vapores organicos.

Respirador con cartuchos 3M para acidos y alcalis.

Respirador con cartuchos 3M para polvos toxicos.

. Goggles.

Bata blanca de algodon abotonada y de manga larga.

. Bata desechable.

Gorra desechable.

Nota: equipo de proteccion personal (en la determinacion de yodo):

Proteccion de los ojos/la cara: usar equipo de protecciéon para los ojos probado y aprobado segun las
normas gubernamentales correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o EN 166 (UE). Gafas de
seguridad ajustadas al contorno del rostro.

Proteccion de manos: guantes de nitrilo.

Proteccion respiratoria: usar un respirador que cubra toda la cara, testado y aprobado bajo los estandares
gubernamentales apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN (UE) Control de exposicién ambiental.
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5.0 INSTALACIONES FiSICAS

El procedimiento se realiza en un ambiente sin ruido y sin patdgenos en mesas de trabajo de acero inoxidable con
tuberias de aire y vacio, una campana de extraccién para solventes orgdnicos y una campana de extraccién para
vapores téxicos (acidos y aicalis).

6.0 NORMATIVIDAD ESPECIFICA Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Proteccién ambiental-salud ambiental-residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-clasificacion y especificaciones de manejo.
D.O.F. 17-1i-2003

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008. Equipo de proteccion personal, seleccién uso y manejo en los Centros
de Trabajo.
D.O.F 09-XII-2008

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009. Servicios preventivos de seguridad y salud en el trabajo-funciones y
actividades.
D.O.F. 22-XI1-2009

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEGOB-2011, Sefiales y avisos para proteccion civil, colores, formas y simbolos a
utilizar.

D.O.F. 23-XII-2011 y sus reformas
Norma Oficial Mexicana NOM-019-STPS-2011. Constitucién, integracién, organizacién y funcionamiento de las

comisiones de seguridad e higiene.
D.O.F. 13-Iv-2011

7.0 DESCRIPCION DE LA TECNICA

Fundamento del método:

Se basa en que las moléculas de una solucién absorben las radiaciones y que, a su vez, la cantidad de luz absorbida
(auna longitud de onda determinada) depende de forma lineal de la concentracién de una sustancia conocida.
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Polifenoles totales:

El ensayo Folin-Ciocalteu) se utiliza para medir el contenido de compuestos fendlicos totales en productos vegetales.
Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a
una coloracion azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una
mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos
presentes en la muestra. E| acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul profundo, cuya intensidad sirve
para evaluar el contenido en polifenoles.

Obtencidon de un extracto de Acacia farnesiana:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realizan la obtencion de un
extracto de Acacia farnesiana de la siguiente manera:

1. Pesa 20-40 g de muestra seca y molida.
2. Coloca la muestra pesada en un matraz Erlen Meyer de 250 mL.
3. Adiciona 100-200 mL de la solucién de extraccion (solvente organico/agua (v/v)), para la muestra a analizar
(mezcla de metanol: agua (80:20)
4. Agita en vértex durante un minuto.
5. Sonica durante 30 minutos en un bafio ultrasénico.
6. Coloca en agitador orbital durante 2 horas en ausencia de la luz.
7. Deja reposar en refrigeracion durante 24 horas fuera del alcance de la luz.
8. Filtra sobre papel Whatman No. 41 y embudo de vidrio a un matraz bola con boca esmerilada y tarado para
rotavapor, dentro de la campana para vapores organicos.
9. Coloca en rotavapor (bajo las condiciones de la sig. tabla) y evapora los solventes organicos (metanol: agua)
hasta sequedad. Temperatura del agua (35 °C) y temperatura del refrigerante (1 °C).
Rpm Presion (psi) Tiempo (min)
85 220 15
85 180 15
85 150 10
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Rpm Presion (psi) Tiempo (min)
50 100 5
20 80 Hasta sequedad

10. Evapora durante 90 minutos a bafio maria y bajo atmosfera de nitrégeno los remanentes de metanol en el
extracto (todo esto fuera del alcance de la luz).

11. Deja que el extracto se atempere y pesa.
12. Calcula el peso del extracto por diferencia gravimétrica.

13. Refrigera el extracto fuera del alcance de la luz hasta su analisis.

Obtencién de un extracto de nopal:
La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza la obtencién de un extracto
de nopal de la siguiente manera:

1. Pesa 25 g de harina de nopal.

2. Anade 200 mL de una mezcla etanol-agua destilada (50:50).

3. Deja reposar toda la noche, protegida de la luz y en refrigeracion (4°C).

4. Agita la mezcla a 150 rpm por dos horas a temperatura ambiente.

5. Centrifuga a 3000 rpm por 15 min a 20 °C.

6. Filtra el sobrenadante y guardar a 4°C mientras que la pastilla se re-suspende en 200 mL de una mezcla de

acetona-agua destilada (70:30) y repite el proceso de extraccién a partir del reposo por toda la noche

seguido de una centrifugacion.

7. Retne los sobrenadantes de la mezcla etandlica y de la acetonica y coloca en rotavapor para eliminar los
disolventes organicos y mantener solo la fase acuosa.

8. Revisa que los posibles disolvenies remanentes, fueron eliminados con gas de N2 inyectando directamente
a los matraces por 30 minutos. El extracto acuoso de nopal asi obtenido (EAN), lo liofilizé para obtener de
ese modo una reserva de extracto acuoso en forma liofilizada; para todo el experimento.
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Preparacion del extracto en solucién:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza la preparacion del extracto
en solucion de la siguiente manera:

1. Resuspende el extracto en 50 mL de agua destilada a 35 °C.
2. Filtra a través de un filtro de 45 micras de poro.

3. Mantiene el filtrado tapado, en refrigeracién y fuera del alcance de la luz.

Preparacion de Reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza la preparacion de reactivos
de la siguiente manera:

1. Pesa 100 mg del estandar de acido galico y lo disuelve en 10 mL de una mezcla metanol:agua (80:20) para
tener una solucion estandar de 10 mg/mL.
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2.

Coloca diferentes volimenes de la solucion estandar en matraces volumétricos color ambar de 10 mL,
aforando a la marca con la mezcla metanol:agua (80:20) para obtener la siguiente curva:

Volumen (pL) Concentracion
(mg/mL)
100 0.1
300 0.3
500 0.5
1000 1.0

. Prepara el reactivo de Folin—Ciocalteau (1:1) mezclando 5 mL del reactivo con 5 mL de agua destilada en un

matraz volumétrico de 10 mL con tapa mezclando por inversion.

Prepara la solucién de carbonato de sodio al 2 % pesando 2.01 g de carbonato de sodio y aforando con
agua en un matraz volumétrico de 100 mL.
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Desarrollo del procedimiento:
DIAGRAMA DE FLUJO PARA CUANTIFICAR
COMPUESTOS FENOGLICOS
2 ml de extracto Colocar en un Tomar una allcuota
matraz y aforar a de100* pi de la
5 ml con HCI 3% solucién anterior
7 -

Adicionar 2* ml Adicionar 100° pl gletzgpcmor;/?:?g: §Z

de NazC03 al SNESSHIRHIPFC 3ml, diluir 1:5 y Leer

2% 1:12gua en espectrofotémetro

a 750nm

Nota: tomar el triple, para poder leer.

La concentracién de fancles totalos se calcula al realizor una curva patrén usando

#écido galico/gMuestra.
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Registro y calculo de resultados:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal obtiene una curva estandar con la

que realiza los célculos a partir de las lecturas de las muestras del espectrofotdometro, reportando los resultados
finales como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG) considerando lo siguiente:

mg EAG/mL de extracto = [mg EAG] X [mg extracto/mL] X [mL extracto]
La Quimica o el Quimico, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la investigadora o el Investigador
Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal controla los resultados cuando:
1. Realiza las curvas de acido galico correctamente.

2. Revisa que la temperatura del bafio maria no sea mayor a 35°C.

3. Revisa la presién y rpm del rotavapor.

Puntos criticos:
La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal vigila cuidadosamente el
desarrollo de los siguientes pasos:

1. La preparacién de reactivos.

2. La preparacion de la curva patron.

3. Elincremento de la temperatura del bafio maria para que no rebase los 35 ° C.

4. Latemperatura del anticongelante (1°C).

5. La presion en la evaporacion de solventes, no menor a 80 psi.

6. La calibracidn del espectrofotometro.

Riesgos en el manejo de reactivos:

1. Metanol:
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Contacto con los ojos: Produce irritacion y conjuntivitis.

Ingestion: La ingestion de sélo 60 cc. puede provocar la muerte. En casos menos agudos puede provocar
ceguera, dafio al cerebro, al higado o a los rifiones.

Efectos de una sobreexposicién cronica (largo plazo): No hay evidencia de que una exposicidn de largo plazo
produzca dafios permanentes en seres humanos.

Condiciones médicas que se veran agravadas con la exposicion al producto: Las personas con enfermedades
preexistentes de la retina o del higado no deben exponerse al producto.

2. Folin-Ciocalteu:

a. H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

b. R35 Provoca quemaduras graves.

a.

Acido galico:

P260. No respirar polvos, humos, gases, nieblas, vapores, aerosoles.

b. P264. Lavarse la piel concienzudamente después de la manipulacion.

c. P270. No comer, no beber, no fumar mientras se manipula este producto.

d. P273.

No dispersar al medio ambiente.
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4. Acido clorhidrico (HCL):

Es altamente corrosivo a la piel y membranas mucosas. Inhalacion: En el caso de exposiciones agudas, los
mayores efectos se limitan al tracto respiratorio superior. El gas causa dificultad para respirar, tos e inflamacion
y ulceracion de nariz, traquea y laringe. Exposiciones severas causan espasmo de la laringe y edema en los
pulmones y cuerdas vocales. Una exposicion prolongada y repetida puede causar decoloracion y corrosion
dental. En algunos casos, se han presentado problemas de gastritis y bronquitis cronica. Contacto con ojos:
este acido es un irritante severo de los 0jos y su contacto con ellos puede causar guemaduras, reducir la vision
05 inclusos la pérdida total de ésta. Contacto con la piel: en forma de vapor o disoluciones concentradas causa
quemaduras serias, dermatitis y fotosensibilizacién. Las quemaduras pueden dejar cicatrices, que incluso
pueden desfigurar las regiones que han sido dafiadas. Ingestion: produce corrosion de las membranas mucosas
de la boca, esdfago y estomago. Carcinogenicidad: se ha observado alta mortalidad por cancer de pulmon en
trabajadores expuestos a neblinas de acido. El HCL tiene que manejarse en la campana de extraccion de
acidos, utilizando bata blanca abotonada y de manga larga, guantes resistentes al acido, mascarilla contra
acidos o universal. Agregar el acido lentamente al agua para evitar proyecciones del mismo, recordar que este
genera una reaccion exotérmica.

5. Carbonato de sodio:
a. P305+P351+P338 en caso de contacto con los ojos: Enjuagar con agua cuidadosamente durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con

el lavado.

b. P337+P313 si persiste la irritacién ocular: Consultar a un médico.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SECUESTRANTE POR RADICAL DPPH+:

Fundamento:

Los antioxidantes reaccionan con el radical DPPH (color purpura) para convertirlo a su forma reducida DPPH-H (color
amarillo); el grado de decoloracién que experimenta la reaccién a 515 nm, depende del potencial secuestrante del
compuesto antioxidante (Siddhuraju, 2002).

Obtencion del extracto de nopal:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza las siguientes actividades

para la obtencién del extracto del nopal:

1. Pesa 25 g de harina de nopal.
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2. Afiade 200 mL de una mezcla etanol-agua destilada (50:50).

3. Deja reposar toda la noche, protegida de la luz y en refrigeracion (4 °C).

4. Posteriormente agita la mezcla a 150 rpm por dos horas a temperatura ambiente.

5. Transcurrido este tiempo centrifuga a 3000 rpm por 15 min a 20 °C.

6. Filtra el sobrenadante y guarda a 4 °C mientras que la pastilla se resuspende en 200 mL de una mezcla de
acetona-agua destilada (70:30), repitiendo el proceso de extraccidon a partir del reposo por toda la noche
seguido de una centrifugacion.

7. Una vez reunidos los sobrenadantes de la mezcla etandlica y aceténica, los coloca en rotavapor para
eliminar los disolventes organicos y mantener sélo la fase acuosa.

8. Inyecta gas de N2 directamente a los matraces por 30 minutos a fin de que los posibles disolventes
remanentes, sean eliminados. El extracto acuoso de nopal, asi obtenido (EAN), se liofiliza, teniendo de ese
modo, una reserva de extracto para todo el proyecto de investigacion.

Preparacion de reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza los siguientes pasos para la

preparacion de reactivos:

1. Para la solucién de etanol-agua destilada (50:50): Coloca 500 mL de etanol en un matraz volumeétrico de 1L
y afora a la marca con agua destilada.

2. Para la solucion de acetona-agua destilada (70:30): Coloca 700 mL de acetona en un matraz volumétrico de
1L y afora a la marca con agua destilada.

3. Para la solucion metandlica del radical-DPPH 3 x105M: Pesa 0.0012 g de DPPH y los disuelve en un matraz
volumétrico de 100 mL, aforando a la marca con metanol.

Desarrollo del procedimiento:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal realiza las siguientes actividades
para el desarrollo del procedimiento:
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1. Agrega en un tubo de ensayo 2 mL de metanol, éste sera el blanco para hacer el ajuste de la absorbancia a
cero.

2. Agrega en un segundo tubo de ensayo 1 mL de la solucion de radical-DPPH 3 x 105 M en metanol.

3. Lee Inmediatamente en el espectrofotémetro a una absorbancia de 517 nm, asignandole a esta lectura el
tiempo cero.

4. Posteriormente agrega 0.2 mL del extracto metandlico (200 ppm) al tubo con el DPPH y observa el
comportamiento de la absorbancia cada 5 minutos en cinco tiempos sucesivos.

5. Usa como patrones de referencia a-tocoferol y catequina.

6. Calcula el porcentaje de actividad secuestrante del radical DPPH de acuerdo a las absorbancias obtenidas y
a la ecuacion 1.

Tubo 1:blonco porahacor o
alusta do ko absorbancaa
core, 2nl do motanol

!

Loor on ol espocirofoidmaro
@ 517nm y ajustar acoro

il

Tubo 2:1mL do soludcdén do
radical-DPP H 3x10*M on
1mL do motand

Loor an al ospoctrofovsmatro
a 517nm, cotalocurn co
tomani an cuerta como la

locura caro.

:

Agrogor A2mL dd oxtracto
maandico do Acacla
farmemsiono (200 ppm).

I

Loar on ¢l cspoctrofowvymatro
a 517nm coda 15 minutos
o

Calcular ol porcontde do
actividad socuostrante de
radical DPPH EC. 1
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Registro y calculo de resultados:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza el registro y el célculo de
los resultados de la siguiente manera:

% Actividad secuestrante del radical DPPH*= AbS tiempo cero — ADS tiempo fina * 100
AbStiempo cero
AbS tiempo cero = Absorbancia inicial del DPPH*.

Abs tiempo inal = Absorbancia del extracto transcurridos 75 min.

Puntos criticos:
La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal toma en cuenta los siguientes
puntos criticos:

1. La preparacion de reactivos.

2. Lalectura de la absorbancia cada 5 minutos.

3. La calibracion del espectrofotometro.

Control de la técnica, equipo y analista:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal revisa los siguientes puntos:

1. La preparacion de soluciones.
2. Mantiene las muestras fuera del alcance de la luz.
3. Ajusta la absorbancia a cero.

4. Coloca las celdas de cuarzo en la posicion correcta en el espectrofotometro.
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Riesgos en el manejo de reactivos:
1. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo):
a. H317 provoca una reaccion alérgica en la piel.

b. H334 provoca sintomas de alergia, asma o dificultades respiratorias, en caso de inhalacion.

2. Metanol:
a. H225 liquido y vapores muy inflamables.
b. H301 + H311 + H331 téxico, en caso de ingestién, contacto con la piel o inhalacién.

c. H370 provoca dafios en los drganos (ojos, sistema nervioso central).

3. Catequina:
a. H315 provoca irritacion cutanea.
b. H319 provoca irritacién ocular grave.

¢. H335 puede irritar las vias respiratorias.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SECUESTRANTE POR EL RADICAL ABTS (2,2'-azino-bis-3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio):

Fundamento:

Este método implica la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS*, esto es por su reduccion a ABTS por la
accion de antioxidantes. El radical cationico ABTS* es un croméforo verde azulado que absorbe a una longitud de
onda de 734 nm y es generado por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis-3-etil benzotiazolin-6-sulfonato
de amonio) con persulfato de potasio. De esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del
radical ABTS* esta determinado en funcion a la concentracién.

Obtencion de extracto de nopal:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o

Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal realiza los siguientes pasos para la
obtencién del extracto de nopal:

CONTROL DE EMISION
Elaboro: Revisé: Autorizo:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz

Jefa del Departamento de Nutricion

Animal Directora de Nutricién Directora de Nutricion

Cargo-puesto:

Firma: \[M 7‘7% d;w"; Z : %//‘MZZ.L \7?“7!!4/2“

Fecha: 30-04-2024 30-04-2024 7 / 30-04-2024 7

.4




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS e
TECNICOS
SALU Departamento de Nutricion Animal Dr.
: : - REV: 00
Fernando Pérez-Gil Romo
’ 3. Procedimiento Técnico para Desarrollar gﬁﬁgﬁi Wi 21
Técnicas Analiticas Espectrofotométricas DE. 35

1. Pesa 25 g de harina de nopal.

2. Afade 200 mL de una mezcla de etanol-agua destilada (50:50).

3. Deja reposar toda la noche, protegida de la luz y en refrigeracion (4°C).

4. Posteriormente agita por 2 horas la mezcla a 150 rpm a temperatura ambiente.

5. Transcurrido el tiempo centrifuga por 15 min a 3000 rpm a 20°C.

6. Filtra el sobrenadante y guarda a 4 °C mientras que la pastilla se resuspende en 200 mL de una mezcla de
acetona-agua destilada (70:30), repitiendo el proceso de extraccion a partir del reposo por toda la noche

seguido de una centrifugacion.

7. Coloca en rotavapor para eliminar los disolventes orgénicos los sobrenadantes de la mezcla etandlica y
acetonica y mantiene solo la fase acuosa.

8. Inyecta directamente a los matraces por 30 minutos a fin de que los posibles disolventes remanentes, fueron
eliminados con gas de N2. El extracto acuoso de nopal, asi obtenido (EAN), se liofilizd y obtiene de ese
modo una reserva de extracto acuoso en forma liofilizada para todo el proyecto de investigacion.

Preparacion de reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal prepara los reactivos de la
siguiente manera:

1. Del etanol-agua destilada (50:50). Coloca en un matraz volumétrico 500 mL de etanol y afora a 1000 mL con
agua destilada.

2. De la acetona-agua destilada (70:30). Coloca en un matraz volumétrico 500 mL de acetona y afora a 1000
mL con agua destilada.

Desarrollo del procedimiento:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal para realizar esta técnica utiliza el
procedimiento descrito por Kuskoski (2005) y Turkmen (2006), que consiste en producir el radical ABTS* mediante
una solucién de ABTS (acido 2, 2 azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico, sal diamonica) 7 mM con persulfato de
potasio (Grado analitico) 2.45 mM (concentracién final).
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1. Mezcla en un tubo de ensayo e incuba en la obscuridad por 12-16 horas a temperatura ambiente.

2. Diluye una vez formado el radical hasta obtener una absorbancia de 700 a 734 nm en un espectrofotémetro.

3. Posteriormente toma 100 uL del extracto metandlico (200 ppm) y agrega 1 mL de la solucion diluida de

ABTS*.

4. Monitorea por 20 min. la reaccion y usa como patrones de referencia a-tocoferol y catequina.

5. Calcula el porcentaje de actividad secuestrante del radical ABTS* de acuerdo a las absorbancias y ala

ecuacion 2.

Determinacion de la actividad secuestrante por radical ABTS:

Adidonaen un tubo de ensaye:
coleca 0.5ml de seludén deradicd-
ABTS 7nM con persufao de patasio,
mezdia e incuba en obscuridad por
12-16hrs.

v

Diuyey mice la abscrbendaen
esprectrofadmetro hasta obtener una
absorbendade.700-734nm despLes

de 3 minugcs a na longiud de

730nm (éste sera & fermpo cero)

v

A1mL delasducén anterior agrega
10pL del extracto metarlico de
Acecia farnesiara.

v

Regstra d detrimentodela
absabandadurante 20 minuos dela
reacdén, con intervalos de2 mirutos.

v

Calculael porcengjede actividad
secuestranie ddf radcal ABTS . EC. 2.

o
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Registro y calculo de resultados:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricidn Animal realiza el registro y el célculo de
los resultados de la siguiente manera;

% Actividad secuestrante del radical ABTS= ADS tiempo cero — ADS tiempo final * 1000
Abs tiempo cero

ADS tiempo cero = Absorbancia inicial del ABTS*.
Abs tiempo finat = Absorbancia del extracto transcurridos 20 minutos
Control de la técnica, equipo y analista:
1. Calibracion del espectrofotémetro.

2. Preparacion de soluciones.

Puntos criticos:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal revisa el siguiente punto critico:

1. Eltiempo de incubacién para formar el radical ABTS

Riesgos en el manejo de reactivos:
ABTS (acido 2, 2 azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico, sal diaménica).
No es considerado como peligroso por la Norma de Comunicacién de Riesgos de la OSHA.
1. Persulfato de potasio:
a. H302 Toxicidad aguda oral Categoria 4.
b. H315 Corrosién o irritacion cutaneas Categoria 2.

c. Lesiones o irritacién ocular graves Categoria 2 (H319).
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d. H334 Sensibilizacion respiratoria Categoria 1.
e. H317 Sensibilizacién cutanea Categoria 1.

f. H335 Toxicidad especifica del érgano blanco (Unica exposicion) Categoria 3.

2. Catequina:
a. H315 Provoca irritacion cutanea.
b. H319 Provoca irritaciéon ocular grave.

c. H335 Puede irritar las vias respiratorias.

DETERMINACION DE TANINOS:

Los taninos son compuestos polifendlicos con diferentes pesos moleculares, capaces de ligar proteinas en solucion
acuosa. Se clasifican en dos grupos principales: taninos condensados y taninos hidrolizables. Se considera que
ambos poseen efectos tanto benéficos como adversos dependiendo de la concentracion en la que estos se
encuentren en el ingrediente o alimento, aunque esta concentracion se ve afectada por diversos factores como la
especie animal, estado fisiologico del animal y la composicion de la dieta.

TANINOS CONDENSADOS:

Fundamento:

El metodo esta basado en la despolimerizacion oxidativa de taninos condensados usando butanol-acido clorhidrico. La
presencia de hierro es considerada para incrementar la reproducibilidad y la sensibilidad del ensayo.

Preparacién de Reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal prepara los reactivos de la
siguiente manera:

1. Solucion acetona:agua 70% v/v, coloca en un matraz volumétrico 500 mL de acetona y afora a 1000 mL con
agua destilada.

2. Butanol-HCI (95:5) 950 mL n-butanol mezclados con 50 mL de HC| concentrado (37%): prepara la campana
de extraccion de gases.
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3.

Sulfato Férrico de amonio 2% en HCI 2N 16.6 mL de HCI concentrado en aproximadamente 50 mL de agua
destilada, completa en matraz aforado hasta 100 mL con agua destilada. Disuelve 2 g de sulfato férrico de
amonio (dodecahidratado) en 100 mL de HCI 2N y almacena en frasco ambar.

Extraccidon de Taninos:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza la extraccion de taninos de
la siguiente manera:

1.

2.

Pesa 200 mg de muestra finamente molida en tubos de cuya capacidad sea de 30 mL.

Identifica las muestras (incluir muestra patrén). Una vez identificadas las muestras las almacena en la
oscuridad.

Adiciona 10 mL de disolvente (acetona:agua 70 % v/v).

. Sella el tubo con papel parafinado.

Coloca los tubos en un sonicador durante 20 min. el agua de! bafio cubre 2/3 del tubo (mantiene la
temperatura del bafio a temperatura ambiente).

Traslada el contenido del tubo a tubos para centrifuga y enfriar a 4°C.

. Centrifuga a 1900 rpm durante 10 min.

Coloca el sobrenadante en microtubos y lo guarda en congelacion para posteriores determinaciones.

- Realiza una dilucion del extracto anterior (depende del contenido aproximado de taninos condensados en la

muestra), usando acetona al 70 %.

10. Coloca 0.5 mL de extracto en tubos de ensayo (13 x 100 mm) y adiciona a cada muestra 3 mL de butanol-

HCly 0.1 mL de reactivo Férrico.

11. Agita en vértex cada uno de los tubos.

12. Cubre cada tubo con papel parafinado y los coloca en bafio de agua de 97°- 100 °C durante 60 min.

13. Espera a que los tubos se enfrien.

14.Lee la absorbancia a 550 nm (Proantocianidinas).
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15. Determina primero la absorbancia del blanco y posteriormente la de cada una de las muestras.

Registro y calculo de resultados:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal registra y realiza el calculo de los
resultados de la siguiente manera:

La cantidad de taninos condensados, esta dada por la siguiente férmula:

mg Leucocianidinas = Abs x 78.6 x Factor de dilucién
% materia seca

Donde el factor de dilucién se obtiene considerando el volumen de la alicuota y el volumen final de reaccion.
Control de la técnica, equipo y analista:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o e! Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal vigila el desarrollo del analisis
cuidando lo siguiente:

1. La calibracién del espectrofotéometro.

2. La preparacién de soluciones.

Puntos criticos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal cuida la ejecucion de los puntos
criticos de la técnica:

1. Pesa correctamente la cantidad de muestra.

2. I|dentifica correctamente las muestras (incluir muestra patron) y las almacena en la oscuridad.

Riesgos en el manejo de reactivos:

1. N-butanol:
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a. H226 Liquidos y vapores inflamables.

b. H302 Nocivo en caso de ingestion.

¢. H315 Provoca irritacién cutanea.

d. H318 Provoca lesiones oculares graves.
e. H335 Puede irritar las vias respiratorias.

f. H336 Puede provocar somnolencia o vértigo.

2. Acido clorhidrico:
a. H290 Puede ser corrosivo para los metales.
b. H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

¢. H335 Puede irritar las vias respiratorias.

3. Sulfato férrico de amonio:
a. H315 Irritacion cutanea (Categoria 2).
b. H319 Irritacién ocular (Categoria 2A).

c. H335 Toxicidad especifica en determinados érganos-exposicion Unica (Categoria 3), Sistema respiratorio.

4. Acetona:
1. H225 - Liquido y vapores muy inflamables.
2. H319 - Provoca irritacién ocular grave.
3. H336 - Puede provocar somnolencia o vértigo.

4. EUHO066 - La exposicion repetida puede provocar sequedad o formacién de grietas en la piel.
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CUANTIFICACION DE 10DO EN HUEVO LIOFILIZADO POR MEDIO DE LA REACCION DE PERSULFATO DE
AMONIO EN MEDIO ACIDO:

Fundamento:

Utilizando el persulfato de amonio, un quimico no explosivo y no peligroso, como reactivo oxidante. El procedimiento
de oxidacién puede completarse en 30 minutos a una temperatura de 91-95 °C.

1. Pesa en una balanza analitica 10 mg de muestra en tubos de vidrio de 50 mL con tapon de rosca y septa de
baquelita.

2. Adiciona 2 mL persulfato de amonio 1 mol/L en acido sulfurico al 10 M.
3. Agita por 1 min. en vértex.
4. Calienta en un bloque a 100°C, por 2 horas.

5. Deja enfriar a temperatura ambiente y agrega 2 mL de acido arsenioso al 0.0253 mol/L en acido sulfirico al
0.625 mol/L.

6. Adiciona 500 pL de acido sulftrico al 2.5N.
7. Agita por 1 min. en vértex.
8. Introduce los tubos en bafio maria a 42°C durante 15 min.
9. Retira las muestras del bafio maria y agrega 300 pL de sulfato de amonio cérico (20g/ L).
10. Lee en un espectrofotdmetro en modo transmitancia a 420 nm en celdas de 10 mm de cuarzo.
11. Realiza una curva con yodato de potasio (KiOs) de acuerdo a la tabla siguiente:
Concentracién (mg) KIO;
0.00
0.02
0.04

0.06
0.08
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Preparacion de reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza los siguientes puntos para

la preparacion de reactivos:

1. Acido sulfrico 2.5 mol/L en un matraz Erlenmeyer de 3000 mL, a bafio frio, agrega 1000 mL de agua, 280
mL de acido sulfurico y diluye en 2000 mL de agua.

2. Sulfato de amonio cérico 0.0158 mol/L disuelve 10 g de sulfato de amonio cérico en 1000 mL de acido
sulfarico al 1.25 mol/L.

3. Persulfato de amonio 1mol/L disuelve 228.2 g de persulfato de amonio en agua a volumen de 1000 mL.
4. Acido arsenioso 0.0253 mol/L en un matraz Erlenmeyer de 3000 mL calienta en una parrilla la mezclade 5 g
de trioxido de arsénico, 25 g de cloruro de sodio, 200 mL de acido sulfurico al 2.5 mol/L deja enfriar, diluye

en 1000 mL con agua.

5. Reactivo de emisién (screening reagent) disuelve 16 g sulfato cérico de amonio al 0.025 M en 1000 mL de
acido sulfurico al 1.25 mol/L.

6. Del sulfato de amonio cérico 0.0316 mol/L disuelve 20 g de sulfato cérico de amonio en 1000 mL de acido
sulfurico a 1.25 mol/L.

Preparacion de estandares de yodo:

1. Del stock (A): en un matraz volumétrico de 100 mL con agua disuelve 168.6 mg de yodato de potasio,
obteniendo una concentracién de 78.74 mmol/L (1000 pg l/mL).

2. Del stock (B): diluye 1.0mL del stock A en 100 mL de agua, obteniendo una concentracion de 78.74 pumol (10
Mg I/mL).
Patrones de trabajo:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal diluye:

a. 1 mL (0.02 pg 1/0.2 mL).

b. 2mL (0.04 ug 1/0.2 mL).
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3 mL (0.06 pg 1/0.2 mL)

. 4mL (0.08 pg 1/0.2 mL)

5mL (0.10 pg 1/0.2 mL) del stock B en 100 mL de agua.
Usa el agua como standard cero.

Persulfato de amonio 1 mol/L.

Acido arsenioso al 0.0253 mol/L.

Acido sulftrico al 10 M.

Acido sulftrico al 0.625 mol/l.

Acido sulfirico al 2.5 N.

Sulfato de amonio cérico (20 g/L).

m. Curva de yodato de potasio (de 0.00-0.08 mg/mL).

Registro y calculo de resultados:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal realiza una curva de calibracion

con yodato de potasio (KIOs) en modo transmitancia a 420 nm.

Grafica la transmitancia versus concentracién en Excel hasta obtener una curva lineal en donde interpola la

concentraciéon de las muestras.

Control de la técnica, equipo y analista:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricidn Animal lleva el control de la técnica de

acuerdo con lo siguiente:

1.

2. Prepara una curva de concentracién conocida (0.00-0.08 mg/mL) de yodato de potasio con la cual calcula

Prepara [as soluciones de trabajo.

las muestras, lee en espectrofotometro a 420 nm en celdas de cuarzo.
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3. Pesa el estandar y afora para obtener la concentracion de cada dilucion.

4. Trabaja en la campana.

5. Controla perfectamente la temperatura del bloque de calentamiento.

Puntos criticos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal revisa los siguientes puntos
criticos:

1. La preparacion de reactivos y curva de calibracion.

2. Latemperatura de digestion.

Riesgos en el manejo de reactivos:
1. Persulfato de amonio:
a. H272. Puede agravar un incendio; comburente.
b. H334. Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
¢. H335. Puede irritar las vias respiratorias.
d. H315. Provoca irritacion cutanea.
e. H317. Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.
f. H319. Provoca irritacién ocular grave.

g. H302. Nocivo en caso de ingestion Consejos de prudencia.

2. Triéxido de arsénico:
a. H300 Toxicidad aguda, oral (Categoria 2).

b. H314 Corrosiones cuténeas (Categoria 1 B).
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c. H318 Lesiones oculares graves (Categoria 1).

d. H350 Carcinogenicidad (Categoria 1 A).

e. Peligro a largo plazo (crénico) para el medio ambiente acuatico (Categoria 1).

3. Acido sulftrico:
a. H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

b. H290 Puede ser corrosivo para los metales.

4. Yodato de potasio:
a. H318 Provoca lesiones oculares graves.

b. H272 Puede agravar un incendio; comburente.

c. P210 Mantener alejado de llama abierta o superficies calientes. No fumar.

d. P220 Mantener o almacenar alejado de la ropa y otros materiales combustibles.

5. Acido arsenioso:
a. H300 Toxicidad aguda, Oral (Categoria 2).
b. H314 Corrosiones cutaneas (Categoria 1B).
c. H318 Lesiones oculares graves (Categoria 1).

d. H350 Carcinogenicidad (Categoria 1A).

8.0 MEDIDAS DE CONTROL PARA ELEVAR LA CALIDAD

PERSONAS BENEFICIARIAS

Y SEGURIDAD DE LAS

No Aplica.
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9.0 GLOSARIO DE TERMINOS

9.1 Absorbancia:

9.2 Carcinogenicidad:
9.3 Cérico:

9.4 Despolimerizacion:

9.5 Diamonica:

9.6 Espectrofotometria:

9.7 Compuestos
fendlicos:

9.8 Fosfomolibdotingsti
co:
9.9 Gravimétrica:

9.10 Liofilizacion:

9.11 Longitud de onda:

9.12 Patogenos:

9.13 Polifendlicos:

9.14 Resuspender:

También conocida como densidad dptica, es la cantidad de luz absorbida por una
sustancia a determinada longitud de onda.

Capacidad de un agente de producir neoplasias.
Acido resultante de la oxidacién de la cerina.

Degradacion de un polimero con formacion de compuestos de masas moleculares
menores.

Es una sal que contiene dos moléculas de amonio (NHs*).

Método instrumental basado en medir la cantidad de luz que absorbe una sustancia
cuando un haz luminoso pasa a través de ésta.

Todos aquellos compuestos organicos cuyas estructuras moleculares contienen al
menos un grupo fenol (hidroxibenceno) es decir, un anillo aromatico de 6 carbonos
unido a un grupo hidroxilo.

Es un heteropoliacido del fosforo y el tungsteno (o wolframio) con la formula quimica
Wi12040 HsP.

Es una técnica de laboratorio que determina el contenido de diferentes compuestos en
una muestra midiendo diferencias de peso.

Proceso mediante el cual se deshidrata una muestra al congelarla y eliminar el
contenido acuoso por calentamiento al vacio (elevando la presion).

Es la distancia entre dos puntos maximos consecutivos en una onda de luz.

Microorganismos potencialmente infecciosos capaces de provocar enfermedades a su
huésped.

Todos aquellos compuestos organicos cuyas estructuras moleculares contienen mas
de un grupo fenol (hidroxibenceno) es decir, un anillo aromatico de 6 carbonos unido a
un grupo hidroxilo.

Colocar de nuevo en suspensidn un sedimento, generalmente producto de una
centrifugacion o de un proceso de secado por evaporacion.
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9.15 Rpm: Revoluciones por minuto.
9.16 Septa de baquelita: Resina sintética de gran dureza, quimicamente estable y resistente al calor.
Generalmente forma parte de os accesorios renovables de un equipo.
9.17 Sobrenadante: Es el liquido sin precipitados que queda por encima de un solido, generalmente
producto de una centrifugacién o precipitacién por decantacion.
9.18 Decantacion: Procedimiento para separar dos sustancias de diferente densidad mezcladas entre si
dejandolas reposar por un tiempo determinado.
9.19 Sonicar: Es la aplicacion de alta frecuencia que provoca ciclos continuos de presion alta y baja

(frecuencias ultrasénicas) lo que provoca la vibracién de las particulas de una solucion
facilitando la mezcla y/o limpieza de la misma.

9.20 Sonicador: Equipo que genera ondas ultrasénicas en una solucion.

9.21 Transmitancia: Es la cantidad de luz que una sustancia permite pasar a través de ella a una longitud
de onda determinada.

9.22 Vértex: Equipo de agitacion a alta velocidad, permite la mezcla homogénea de una solucién,
generalmente contenida en tubos pequefios o viales.

9.23 Wolframatos: También llamadas tungstatos, son las sales del acido wolframico o tungstico.
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1.0 DEFINICION DEL PROCEDIMIENTO TECNICO

La cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC (High Performance Liquid Chromatography), es una técnica para
separar los componentes de una mezcla, ya sea para la cuantificacion, el aislamiento o la purificacion de uno o varios
de ellos.

2.0 OBJETIVO

Describir los pasos y las condiciones que permiten identificar, cuantificar y separar los compuestos presentes en una
solucion por medio de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

3.0 SERVIDORAS Y SERVIDORES PUBLICOS DE SALUD QUE PARTICIPA
Las servidoras y los servidores publicos de salud que participan en el procedimiento cuentan con las competencias
cognitivas, el conocimiento de los procesos, la actitud y las habilidades que les permite desarrollar técnicas analiticas
cromatograficas.

1. Quimica y/o Quimico de Nutricion Animal.

2. Investigadora o Investigador de Nutricién Animal.

3. Investigadora y/o Investigador Asociado.

4. Técnica y/o Técnico de Laboratorio de Nutricidon Animal.

4.0 MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO
MATERIAL:
1. Acrodiscos de filtracién de 0.22 uym tipo HVLP.
2. Barras magnéticas para agitacion.
3. Columna Symmetry C18 (250 x 4.6 mm) de Waters (USA).
4. Columna Symmetry C8 marca Waters (USA).

5. Dosificador ajustable de varias capacidades: de 1 a 10 mL.
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9.

Embudos de vidrio

. Espatula de acero inoxidable.
. Gradillas para tubos de 50 mL.

Jeringas desechables de 3 y/o 5 mL.

10. Matraz bola de 250 mL, con boca esmerilada

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25,

26.

Matraz Erlen Meyer de 250 mL.

Matraz volumétrico de 1 L, clase A.

Matraz volumétrico de 100 mL, clase A.

Matraz de vidrio rojo aforado de 10 mL.

Membrana de filtracién tipo HVLP de 35 mm.

Micropipeta automatica de 20-100 uL.

Micropipeta automatica de 200-1000 pL.

Micropipeta automatica de 1-5 mL.

Papel filtro No. 41.

Pipeta Pasteur de vidrio, de vastago corto.

Pipeta seroldgica.
Probeta de vidrio de 500 mL.

Propipeta.

Puntas para micropipeta automatica de 200-1000 pL.

Puntas para micropipeta automatica de 20-100 pL.

Puntas para micropipeta automatica de 1-5 mL.
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27.Papel aluminio.
28. Tubos de vidrio de 10 mL, con boca roscada y tapa de baquelita.
29. Tubos de vidrio de 50 mL, con boca roscada y tapa de baquelita.
30. Vaso de precipitados de vidrio, clase A de 100, 250 y 500 mL.
31.Viales de vidrio de 1 mL.
EQUIPO NECESARIO:
1. Agitador orbital.
2. Balanza analitica
3. Bario ultrasénico
4. Bafo Maria.
5. Agitador Vortex
32.Campana de extraccion para solventes organicos.
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6. Centrifuga con rango de 3000 a 5000 rpm.
7. Campana de extraccion de acidos.
8. Rotavapor.
9. Cromatoégrafo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC).
10. Detector UV/VIS.
11. Detector de fluorescencia.
12. Horno para columnas.
13. Llaves espariolas de %.
14. Equipo de filtracién de borosilicato.
15. Parrilla de agitacién magnética.
16. Refrigerador.
CONTROL DE EMISION
Elaboro: Reviso: Autorizé:

Nombre:

Dra. Silvia Carrillo Dominguez

Dra. Martha Kaufer Horwitz

Dra. Martha Kaufer Horwitz

Cargo-puesto:

Jefa del Departamento de Nutricion

Directora de Nutricién

Directora de Nutricion

Animal
e —%& 7”%(7‘)%7{ 77’)%07% Z
Fecha: 30-04-2024 / 3004-2024 30-04-2624 7/




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS CODIGO:

e M.T./ 0.5.0.1

TECNICOS ETRR
& - o A FEH M oY
SALUD Departamento de Nutricion Animal Dr. &%‘Pj; 5]
et thm ) ! \a*%fj REV: 00
Fernando Pérez-Gil Romo 3‘%‘4_/_7
4. Procedimiento Técnico para Desarrollar nemosaoALlE LHOJA: 6

Y NUTRICION

Técnicas Analiticas en Cromatografia Liquida | savsoocszusiran
de Alta Resolucién (HPLC) DE: 35

REACTIVOS:
1. Acetonitrilo grado HPLC.
2. Acetato de etilo grado HPLC.
3. Acido acético glacial 99.90%, grado HPLC.
4. Agua desionizada.
5. Agua destilada.
6. Acido cafeico grado HPLC
7. Acido cinamico grado HPLC
8. Acido gélico
9. Acido ferulico
10. Acido p-cumarico, grado HPLC
11. Acido fosférico, grado HPLC
12. Dimetil sulfoxido.
13. Estandar de catequina, 99.8% pureza.
14. Estéandar de epicatequina, 99.8% pureza.
15. Estandar de quercetin,a 99.8% pureza.
16. Etanol.
17. Hidréxido de potasio.
18. Hexano HPLC.
19. Metanol grado HPLC

20.Gas nitrogeno grado NF,
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EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL:

1.

2.

Guantes de nitrilo.

Respirador con cartuchos para vapores organicos.
Respirador con cartuchos para vapores de acidos.
Guantes para acidos.

Bata blanca de algoddn, abotonada y de manga larga.

5.0 INSTALACIONES FiSICAS

El procedimiento se realiza en un ambiente sin ruido y sin patdgenos, en mesas de trabajo de acero inoxidable con
tuberias de aire y vacio, con campana de extraccion para solventes organicos.

El lugar tiene que contar con la ventilacion suficiente alrededor del instrumento y con el espacio para acceder a las

conexiones de comunicaciéon. Debe contar con 10 a 15 cm a cada lado del instrumento.

La instalacion eléctrica debe ser la adecuada para el equipo, el cual puede incluir un cable especial y requiere una
toma de corriente conectada a tierra.

La linea de alimentacion de energia del laboratorio tiene que estar conectada directamente del transformador principal
de un circuito de suministro que no tenga cargas ni sobrecargas erraticas o interferencia electromagnética.

Las lineas de suministro reservadas para el instrumento tienen que contar con la capacidad de reserva adecuada. La
carga normal no debe exceder el 50% de la capacidad nominal, permitir la carga de encendido y la adicion de otros

instrumentos.
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La computadora, impresora y los accesorios necesitan tomas de corriente adicional.

6.0 NORMATIVIDAD ESPECIFICA Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Proteccion ambiental-salud ambiental-residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-clasificacion y especificaciones de manejo.
D.O.F. 17-1i-2003

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008. Equipo de proteccion personal, seleccidn uso y manejo en los Centros

de Trabajo.
D.O.F 09-X11-2008

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009. Servicios preventivos de seguridad y salud en el trabajo- funciones y

actividades
D.O.F. 22-XI1-2009

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEGOB-2011. Sefiales y avisos para proteccion civil, colores, formas y simbolos a

utilizar.
D.O.F. 23-XII-2011 y sus reformas

Norma Oficial Mexicana NOM-019-STPS-2011. Constitucidn, integracion, organizacién y funcionamiento de las

comisiones de seguridad e higiene
D.O.F. 13-IV-2011

7.0 DESCRIPCION DE LA TECNICA

FUNDAMENTO:

Una mezcla se transporta en una fase moévil a través de una fase estacionaria mediante la cual se identifican, separan
y cuantifican sus diferentes componentes. Cuando esta fluyendo la fase movil se envia al equipo una sefial que sélo
da lugar a una linea en la pantalla (linea base), A medida que cada analito pasa a través de la celda del detector, se
envia una sefial diferente al equipo la cual genera una linea que se curva primero hacia arriba y después hacia abajo,
en proporcién a la concentracion del analito. Esto crea un pico y todos los picos generados por las diferentes sefiales
de los diferentes analitos, dan por resultado un cromatograma. Cada vez que termina de eluirse un analito la senal
desaparece y el registro vuelve a la linea base.

Nota: El sistema para HPLC consiste en varios dispositivos:

1. Uno o varios recipientes que contienen los eluyentes (fase movil).
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Una bomba de alta presion para el suministro de eluyentes que genera y mide un flujo especifico de éstos.

Un inyector (puede ser manual o automatizado) para introducir la muestra en la corriente de la fase movil, la
cual fluye continuamente y lleva la muestra a la columna del equipo.

La columna contiene el material necesario (fase estacionaria) para realizar la separacion.

El detector cuenta con una celda que permite “ver” los diferentes compuestos (analitos) & medida que éstos
se eluyen a través de la columna.

PROCEDIMIENTO PARA EL MANEJO DEL CROMATOGRAFO HPLC (WATERS CON SOFTWARE EMPOWER 3):

La Quimica o el Quimico de Nutricidn Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza los siguientes pasos para el
manejo del cromatégrafo:

1.

2.

8.

9.

Verifica que todos los modulos del sistema cromatografico estén conectados a la corriente regulada.

Instala la columna a utilizar para la separacién cromatografica.

Coloca en el horno la columna para cada determinacion, teniendo especial cuidado en el atornillado ya que
puede barrer la cuerda de los ferrules y provocar fugas en las tuberias (es importante utilizar las llaves
correspondientes para este paso).

Cierra correctamente la puerta del horno de la columna.

Verifica que la tuberia que viene del automuestreador se encuentre en la entrada y en la salida de la
columna, a la entrada del detector correspondiente.

Coloca la columna en la direccion correcta. La columna cuenta con una flecha que marca el sentido de la
misma.

Prepara la o las soluciones de la fase movil.
Filtra la fase movil con un equipo de borosilicato y membrana de 0.45 micras.

Desgasifica durante 10 minutos 1 L de fase movil.

10.Coloca la fase mévil sobre el automuestreador y coloca dentro de estos recipientes las tuberias de las lineas

que llevan la fase movil por todo el sistema cromatografico.

11. Enciende el equipo HPLC.
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12. Enciende el automuestreador y espera a que éste haga el reconocimiento de sensores electrénicos.

13. Enciende el detector (UV/Vis o Fluorescencia).

14. En caso de requerirse, ajusta a cero el detector con el boton de auto cero.

15. Purga el equipo en seco.

16. En Menu principal. Direct functions, dry prime. Adapta la jeringa en la valvula de purga, gira la perilla media
vuelta a la izquierda y jala el émbolo hasta sacar fase movil, teniendo cuidado de que el émbolo de la jeringa

no regrese.

17. Una vez llena la jeringa, cierra hacia la derecha la perilla y repite el procedimiento de purga en seco al
menos 3 veces.

18. Realiza una purga himeda cuando se cambia de fase movil o cuando el equipo ha estado sin trabajar por
un periodo de 2 o mas dias.

19. En Ment principal: purgar lineas de A-D, Direct functions, Wet prime, ok.

20. Realiza una purga del inyector para eliminar restos del eluyente anterior, eliminar aire de la trayectoria de la
aguja o cuando se cambia a un eluyente nuevo.

21. En Menu principal: Direct functions, purge inyector, ok.

22. Realiza purga de lavado de sellos para eliminar restos de eluyente del analisis anterior, eliminar aire de la
trayectoria de la aguja del inyector y cuando se cambia a un eluyente nuevo.

23. En Menu principal: Diagnostics, Prime seal wash, start.
24. Purga la bomba de lavado de la aguja del inyector:
25. En Menu principal: Diagnostics, Prime needle wash, start.
26. Pasa el solvente al detector con ayuda de la bomba.

En la Estacién de trabajo:
1. Enciende el CPU y el monitor.
2. Entra a Empower con doble click.

3. Accesa con usuario:

CONTROL DE EMISION
Elabord: Revisd: Autorizé:
Nombre: Dra. Silvia Carrillo Dominguez Dra. Martha Kaufer Horwitz Dra. Martha Kaufer Horwitz

Jefa del Departamento de Nutricién

Animal Directora de Nutricién Directora de Nutricién

Cargo-puesto:

y

Firma: . v/ 7}’)%(4%“‘#& Z 7”4.4(&4- J?“’“?‘“ Z‘

Fecha: " 30-04-2024 30-04-2024 7 30-04-2024 7




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS e o0
TECNICOS

SALUD Departamento de Nutricion Animal Dr.

SELECRCTADIA DF 7 N R REV: 00
Fernando Pérez-Gil Romo

4. Procedimiento Técnico para Desarrollar gm:‘::g:i:: HOJA: 11
Y NUTRICION

Técnicas Analiticas en Cromatografia Liquida | sawacos zusiaan
de Alta Resoluciéon (HPLC) DE: 35

a. System.
b. Pasword: manager.
¢. Aparece una ventana con diferentes iconos.
4. Configure the System, Run Samples, Browse Projects.
5. Ingresa al proyecto correspondiente o en su caso crea un nuevo proyecto (ver creacion de proyectos).
6. Configura el nuevo Sistema en Configuration Manager o indica el o los modulo que utilizara.
7. Desarrolla el Infrument Method (ver desarrollo de método de instrumento).
8. Incluye el nuevo Instrument Method en el Method Set (ver method set).
9. Optimiza el Processing Method (ver método de proceso seglin detector que se tenga configurado).
10. Ejecuta la secuencia de inyecciones. (Ver ejecucion del sample set).
11. Optimiza el Report Method.

Las condiciones de separacion que provea el mejor resultado en el andlisis de las muestras estan en funcion
del tipo de muestra analizada, por lo que cada meétodo se estandariza y se valida.

12. Elige el indicado para el trabajo a realizar. (Run samples).
13. Escoge el proyecto existente para inyectar.

14. Activa con doble clic el proyecto con el cual desea trabajar (acidos hidroxicinamicos, vitaminas, etc.). Los
proyectos tienen programadas las condiciones necesarias para trabajar.

15.Elije del lado derecho de la ventana, el detector a utilizar y el automuestreador y da ok.

16.Aparece una tabla (sample set) la cual llena, indicando la posicién del vial, el volumen de inyeccién, el
nombre la muestra o estandar, funcion, method set y el tiempo de corrida.

17. inyecta el estandar por triplicado en cada serie de muestras al inicio de cada corrida.
18. Selecciona el primer renglén de la tabla y da nombre a la corrida.

19. Da nombre a la tabla sample set.
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20. Corre el sample set.

21. Verifica la temperatura de la columna, volumen de solventes de la FM y reservorio correspondiente para los

residuos.

22. Verifica cuanto tiempo dura el ensayo y el volumen necesario de la FM.

23. Verifica los contenedores a fin de que no queden sin FM, la cual tiene que estar por encima de los filtros que
se encuentran en cada reservorio. Si esto sucede, entra aire y se forman burbujas en las lineas afectando la
corrida cromatografica y todo el sistema ya que son dificiles de eliminar.

24. Verifica que el contenedor que recibe los residuos del sistema tiene el tamafio adecuado para recibirlos en
su totalidad; de otro modo se corre el riesgo de que se derramen.

Revision y calculo de resultados:

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de LLaboratorio de Nutricion Animal revisa los siguientes datos:

1. Browse proyect.
2. Resultados.

3. Enchanels.

4. Enter.

Elige el proyecto: Default para tomarlo como ejemplo (esta opcién jala todas las plantillas).

1. Chanels, doble click en la muestra seleccionada y aparece el cromatograma.

2. Calcula en process method (icono de la calculadora) qué algoritmo utilizar:

a. Sison picos pequefos y grandes en la muestra utiliza Apex Track.

b. Integra en cada cambio que se haga.

c. Fija los tiempos donde salen los picos de interes.

d. Hace zoom en la linea base.

3. Selecciona el icono de integrar y luego el de calibrar.
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8.

9.

10.

11.

Revisa que el porcentaje de “espacio no detectado” (% /it off) sea el adecuado. De no ser asi, se baja o se
sube; es decir, se define cuando comienza la integracion de los picos.

Determina los valores del tiempo final (End time, Touchdown) para delimitar el final del pico (lado derecho de
la campana para ajustar los valores).

Sefiala el pico mas pequeno entre los que sean de interés, y determina su area y aftura.

Integra para descartar los que sean de menor tamafio a ése, que no son de nuestro interés (es decir, picos
mas pequefios que el pico del estandar mas pequefio, aunque se detecten, no se nombran ni se cuantifican).

Nombra los picos de interes.
Calcula componentes, Options, Flim from result: No.
Cambia nombre a los picos de interés, integra y calibra.

Verifica que aparezcan los nombres de los picos deseados.

Procesamiento de los datos:

1.

2.

Cuantific

1.

2.

Suitability: Si.
Volumen muerto de la columna = 1.

Click derecho, propiedades de la tabla.

. Deseleccionamos los parametros que no sean de utilidad y definir el nimero de decimales.

Una vez que esta el método de proceso: File, [salvar como]: Ej. Capacitacion 1.

acion:
Curva, chanels.

Selecciona el punto mas pequefo al mas alto de la curva.

3. Daclick en el boton derecho y selecciona alter sample (lapiz).
4. Amount Da los valores del estandar.
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5. Edit Components from process Method.
a. Desde [nuestros resultados].
b. Da valores (Ej. 0.1, 0.2, 0.3) de cada esténdar y cada analito.
8. Coloca el simbolo <y las unidades, [Salvar], [Enter].
7. All samples.
8. Unidades: %, mg, mL, etc.
a. Ejemplo %
9. Cierra, (Update).
10. Selecciona curva de calibracion.
11. Selecciona icono de process.
12. Método de proceso: capacitacién 1.
13. Clear calibracién, Ok, Curvas update.
Resultados:
1. Selecciona datos, update, result, select.
2. Preview, elige una existente, ok.
3. LC calibration (curva), ok.
4. Obtiene una curva para cada pico.
Muestras:
1. Canales, alter sample, sample weight y datos del peso y factor de dilucién.
2. Salva, cierra y actualiza (update).
3. Selec, inyecta muestra, click botén derecho, process o calculadora, ok.
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4. Results, ok, update.

5. Selecciona muestras, botdn derecho, preview, default, ok.

6. Peak sumary report.
CUANTIFICACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS FLAVONOIDES (CATEQUINA, EPICATEQUINA Y
QUERCETINA) POR HPLC.
Obtencién del extracto:
La Quimica o el Quimico de Nutriciéon Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricidén Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Tecnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal realiza la obtencion del extracto de
la siguiente manera:

1. Pesa 20 g de muestra seca y molida.

2. Coloca en un papel Whatman No. 41 y sobre un embudo de vidrio.

3. Adiciona 100 mL de la mezcla metanol: agua (80:20).

4. Agita en vortex durante un minuto.

5. Coloca en un agitador orbital durante 2 horas en ausencia de la juz.

6. Sonica durante 30 minutos en un bario ultrasénico.

7. Deja en reposo durante 24 horas protegido de la luz.

8. Filtra a través de papel Whatman No. 41 y embudo de vidrio a un matraz bola con boca esmerilada para
rotavapor, cuyo peso registra previamente.

9. Coloca el matraz en el rotavapor bajo las condiciones de la sig. tabla y evapora los solventes (metanol:agua)
hasta sequedad.

rem (psi) Tiempo (min)

220 15

180 15

150 10

100 5

80 hasta sequedad
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10. Revisa que la temperatura del agua sea 35°C y la del refrigerante sea 1°C.

11. Evapora durante 90 minutos a bafio maria y bajo atmésfera de nitrogeno los remanentes de metanol en el
extracto protegiendo el matraz de la luz.

12. Permite que el matraz alcance la temperatura ambiente y registra el peso del matraz con el extracto.

13. Calcul

a el peso del extracto por diferencia gravimétrica.

14. Refrigera el extracto protegiéndolo de la luz hasta su analisis.

Preparacion del extracto para la inyeccion en el HPLC:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, Ia Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal realiza los siguiente para la
preparacion del extracto:

1. Pesa1

2. Coloca

Filtra a
5. Coloca

8.

0 mg del extracto.

cada muestra en un matraz aforado de 10 mL color ambar.

. Afora con metanol grado HPLC.

través de un acrodisco 0.22 pm tipo HVLP.

en un vial de vidrio de 1mL.

Inyecta 5 uL de cada muestra por duplicado en el HPLC.

Condiciones cromatograficas:

Fase movil: H2O/acetonitrilo/metanol/acetato de etilo/acido acético glacial (89:6:1:3:1 vAV/V/VIV).
Flujo: 1 mL/min
Temperatura: 25°C
Detector: UV/Vis 280 nm
Volumen de inyeccion:  1,3,5y10 uL
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Tiempo de corrida:

Columna:

30 minutos

Symmetry C18 (250 x 4.6mm) marca Waters.

Preparacion de Reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricidn Animal realiza la preparacion de los
reactivos necesarios siguiendo los siguientes pasos:

1. Mezcla metanol:agua desionizada 80:20, 100 mL.

2.

Mide 80 mL de metanol, los adiciona a un matraz volumétrico de 100 mL y afora con agua destilada.

Fase movil: H20 desionizada/acetonitrilo/metanol/acetato de etilo/acido acético glacial (89:6:1:3:1 viviv/V/V).

con agua desionizada.

Preparacién de estandares:

Mide 6 mL de acetonitrilo, 1 de metanol, 3 de acetato de etilo y 1 de acido acético glacial y afora a 100 mL

La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, a Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal prepara los estandares de acuerdo
con los siguientes pasos:

1. Pesa 10 mg de cada uno de los estandares (catequina, epicatequina y quercetina).

2.

Coloca cada estandar en un matraz aforado de 10 mL. color ambar.

Afora con metanol grado HPLC.

5. Verifica la caducidad de los reactivos.

Trabaja una mezcla de estandares vy la inyecta por triplicado al inicio de cada corrida cromatografica.

6. Prepara correctamente la fase movil.
7. Degasifica la fase movil.
8. Revisa que el sistema no quede sin fase movil.
CONTROL DE EMISION
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PREPARACION DEL EXTRACTO PARA LA DETERMINACION DE
FLAVONOIDES CATEQUINA EPICATEQUINAY
QUERCETINA POR HPLC (Diagrama 1)

*Pesar 20g de muestra
seca y molida

Agitar en voriex
durante un minuto

Reposar durante 24
horas fuera del
alcance de la luz

El rotavapor debe de
estar a 85 rpmy no
menas de 90psi

—_—

Colocar en un papel
Whatman No. 41y sobre  |——p»
un embudo de vidrio

Adicionar 100 mi de la
mezcla de metanol:
agua (80:20)

Colocar en agitador orbital
durante 2 horas en ausencia |~ 7|
Lde la luz

-Sonicar durante 30 minutos
en un bafio uitrasonico
marca Cole parmer.

«Filtrar sobre papel Whatman
No. 41 y embudo de vidrio a
un matraz bola con boca
esmerilada y tarado para
rotavapor.

-Colocar en rotavapor y
evaporar los solventes
(metanol:agua) hasta
sequedad. Temperatura del
agua (35°C) y temperatura del
refrigerante (5°C)

Atemperar el extracto
y pesar.

Refrigerar ol extracto
fuera del alcance de la
luz hasta su andlisis

DETERMINACION DE FLAVONOIDES CATEQUINA EPICATEQUINA Y
QUERCETINA EN EXTRACTOS POR HPLC (Diagrama 2)

Pesar 10 mg de extracto
de la muestra y diluir a 10
ml con metanol HPLC

Inyectar 5 pl, de cada
muestra por duplicado

Caleulo de curva
estandar

Filtrar en un vial de
inyeccién de 1 ml por
medio de un acrodisco
de 0.22 um tipo HVLP

Inyectar 1,3,5y 10 pl
de cada estandar por
duplicado en el HPLC

Caleulo de resultados
por medio de la curva
estandar en excel
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Registro y calculo de resultados:
La Quimica o el Quimico de Nutricién Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal utiliza el programa Empower para
realizar los calculos como se describe al inicio del procedimiento.
Control de la técnica, equipo y analista:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal controla la realizacién de la técnica
de la siguiente manera:

1. Realiza la calibracién del detector.

2. Realiza el purgado de lineas de solventes.

3. Realiza el purgado de la aguja de inyeccion.

4. Verifica que la presién interna de la columna no sea mayor a 3500 psi.

Puntos criticos:
La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricion Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricién Animal revisa los siguientes puntos
criticos:

1. La desgasificacion adecuada de la FM.

2. lL.a preparacion de los reactivos.

3. La preparacion de los estandares.

4. La temperatura de la columna.

5. Latemperatura en la evaporacién de solventes (no mayor a 35°C).

6. La presion en la evaporacién de solventes (no debe ser menor a 80 psi).

7. Eltiempo de corrida.

CONTROL DE EMISION
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Riesgos en el manejo de reactivos:

La Quimica o el Quimico de Nutricion Animal, la Investigadora o el Investigador de Nutricién Animal, la Investigadora o
Investigador Asociado o la Técnica o el Técnico de Laboratorio de Nutricion Animal revisa los riesgos en el manejo de

los reactivos siguientes:

1. Metanol:

inhalacion: Disturbios visuales, dolor abdominal, diarrea, vémito, inconsciencia.

En casos graves: coma, paro respiratorio, ceguera, convulsiones, acidosis metabolica severa y muerte.

Ingestion: Puede producir ceguera y sordera.

Contacto directo: Se absorbe por la piel presentando efectos iguales a la inhalacién, produciendo resequedad,
enrojecimiento y dolor.

Los efectos cronicos de sobreexposicidn pueden incluir dafios a los rifiones y el higado.

La exposicion repetida o prolongada en contacto con la piel conduce a dermatitis.

Acetonitrilo:

Indicaciones de peligro:

a.

H225. Liquido y vapores muy inflamables.

b. H302 + H312 + H332. Nocivo en caso de ingestion, contacto con la piel o inhalacion.

C.

H319. Provoca irritacion ocular grave.

3. Catequina:

Notas generales:

a.

b.

C.

Q.

Quitar las prendas contaminadas.
En caso de inhalacién proporcionar aire fresco.
Si aparece malestar o en caso de duda consultar a un médico.

En caso de contacto con la piel enjuagar con agua/ducharse.
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e. Siaparece malestar o en caso de duda consultar a un médico.

f. En caso de contacto con los ojos enjuagar <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>