





PARA LA DETERMINACION DE LA SEGURIDAD DE LAS MATERIAS PRIMAS
DESTINADAS A LA ALIMENTACION ANIMAL

Existen una infinidad de procedimientos de muestreo que dependen de la naturaleza de la

materia prima que se va a analizar, o bien de la sustancia que se pretenden determinar. Lo mds

recomendable es que el procedimiento de muestreo que se aplique esté conforme con las

normas ISO relativas al producto que se trate, si bien no todos los productos tienen normas

apropiadas.

En este apartado se recogen lineas generales de muestreo que ayudan a los fabricantes de

piensos a la hora de elaborar un procedimiento de muestreo o disefiar un plan de muestreo

adecuado a sus necesidades.

Por caracteristica se entien-
de una propiedad que permite identificar los ele-
mentos de un determinado lote o diferenciarlos
entre si. La caracteristica puede ser cuantitati-
va (una cantidad medida) o cualitativa (satisfa-
ce o no una especificacion).Un ejemplo de ca-
racteristica cuantitativa serfa el contenido en
sustancias indeseables de un cereal, mientras
que un ejemplo de caracteristica cualitativa se-
rfa un test de ELISA que indican la presencia
de salmonela en un cereal.

En la estimacion de
un pardmetro, el errortotal de estimacién es la
diferencia entre el valor calculado del estima-
dory el valor auténtico de este pardmetro.

El error total de estimacidn puede deberse a
las causas siguientes:

—error de muestreo,
—error de medicidn,

— redondeo de valores o subdivisidon en
clases,
—sesgo del estimador:

El error de muestreo
puede deberse en parte a uno o varios de los
pardmetros siguientes:

— la heterogeneidad de las caracteristicas
inspeccionadas,

— el cardcter aleatorio del muestreo,

— las caracterfsticas conocidas y acepta-
bles de los planes de muestreo.

Un lote es heterogéneo con
respecto a una determinada caracteristica si
ésta Ultima no estd distribuida de manera uni-
forme entodo el lote.

Un lote es homogéneo con
respecto a una determinada caracteristica si
ésta Ultima estd distribuida de manera unifor-
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me en todo el lote con arreglo a una ley de
probabilidad dada. El hecho de que un lote sea
homogéneo con respecto a una determinada
caracteristica no indica que el valor de la ca-
racteristica sea el mismo en todo el lote.

Los elementos de un lote pueden ser homo-
géneos con respecto a una caracteristica y he-
terogéneos con respecto a otra.

Cantidad de producto identificable, su-
ministrada en una vez, de la que el agente res-
ponsable establece que presenta caracteristi-
cas comunes como el origen, la variedad, el ti-
po de envase, el envasador, el expedidor o el
marcado.

Cantidad de materia to-

mada en un Unico punto del lote o del sublote.

En la medida de lo posible, éstas deben tomar-
se en distintos puntos del lote o sublote.

Se entiende una
muestra en la que se mantienen las caracterfs-
ticas del lote de que procede. En concreto, es

el caso de una muestra aleatoria simple, en la
que todos los elementos o porciones del lo-
te tienen la misma probabilidad de integrar la
muestra.

Reunidén de todas las mues-
tras elementales tomadas del lote o sublote.

Muestra destinada
al laboratorio (submuestra).

Procedimiento empleado para ex-
traery constituir una muestra.

Cantidad de material tomada de una
sola vez de una cantidad mayor de producto
para formar una muestra.

Cantidad de producto entregada
en un momento determinado. Puede ser una
parte de un lote o también una serie de lotes.

Parte designada de un gran lote con
el fin de aplicar el método de toma de mues-
tras a esta parte designada. Cada sublote debe
estar separada fisicamente y seridentificable.

La mayoria de los procedimientos de muestreo comprenden la seleccién de una o varias

muestras de un lote, la inspeccién o el andlisis de las muestras y la clasificacién del lote

(como “aceptable” o “no aceptable”) a partir del resultado de la inspeccién o el andlisis de

la muestra.

El procedimiento de muestreo debe contemplar las instrucciones necesarias para la aplica-

cién del plan de muestreo, subrayando los aspectos siguientes:
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— Las medidas necesarias para asegurar que la muestra seleccionada sea representativa de
la remesa o el lote (si una remesa consta de varios lotes, deberdn recogerse muestras
representativas de los distintos lotes).

— Los procedimientos que han de seguirse para la recogida, la manipulacién y el registro
de la muestra o las muestras.

— Las indicaciones especificas para que la muestra se tome de forma aleatoria.

— El tamafio y el nimero de elementos individuales que constituyen la muestra tomada del

lote o la remesa.

Un procedimiento de muestreo correcto es fundamental a la hora de valorar los resultados
analiticos obtenidos de la muestra. Por ello, a la hora de seleccionar un procedimiento de
muestreo, ademads de los aspectos anteriores, deberdn abordarse los siguientes:

— La distribucidn de las caracteristicas en la poblacidn objeto de muestreo.

— El costo del plan de muestreo.

— La evaluacién de riesgos, es decir que dependiendo del riesgo que presente una mate-
ria prima a estar mds o menos contaminada de micotoxinas, asi se deberd elaborar el
procedimiento de muestreo. Si el riesgo es alto, el nimero de muestras serd mayor.

Ademds, todos los procedimientos de muestreo deben validarse con el fin de asegurar que la
muestra final que se toma sea lo mds representativa posible.

Con todo lo anteriormente expuesto podemos resumir que la definicidn precisa de un pro-
cedimiento de muestreo requerird el establecimiento o la seleccidn de los puntos siguientes:

— La caracteristica que debe medirse.

— El tamafio del lote.

— El nivel de inspeccion.

— El tamafio de la muestra.

— Los criterios para la aceptacién o el rechazo del lote.

— Los procedimientos que han de seguirse en caso de controversia.

Un plan de muestreo es un procedimiento planificado con arreglo al cual se inspecciona y
clasifica un lote. El plan estipulard el nimero de elementos, que habrdn de ser seleccionados
de forma aleatoria en el lote objeto de inspeccidn, que constituirdn la muestra y el nimero de
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elementos no conformes que se requieren en una muestra para evaluar el grado de cumpli-
miento de las normas en un lote.

Tal y como se ha indicado anteriormente dentro de los procedimientos de muestreo, el plan
de muestreo debe asegurar que la muestra a analizar sea representativa de la poblacidn de
todo el lote.

El grado de representatividad de una muestra puede estar limitado por razones de coste o por
conveniencia. Los principales aspectos que influyen en la representatividad de la muestra son:

— Estado fisico del lote, muestra liquida, gaseosa o sdlida.

— Heterogeneidad del lugar de la toma de muestras.

— Numero y tamafio de las porciones tomadas.

— Desconocimiento de la estructura de la poblacidn objeto de estudio.

— Conocimiento y control de factores potencialmente distorsionadores en el momento de la
toma de muestras.

Todos estos factores que influyen en la representatividad de la muestra pueden reducirse a
través del correcto disefio de un plan de muestreo, que incluya un examen previo, criterios
estadfsticos y el sentido comun del analista.

Para conseguir esta representatividad, es importante también, como ya se ha indicado que
el muestreo sea aleatorio. Un muestreo aleatorio se puede definir como la recogida de n
elementos de un lote de N elementos, de forma que todas las combinaciones posibles de n
elementos tengan la misma probabilidad de ser seleccionadas. La aleatoriedad se puede con-
seguir utilizando una tabla de ndmeros aleatorios que puede elaborarse mediante programas
informaticos.

Por todo ello, nos encontramos con que la muestra seleccionada debe ser representativa
y también aleatoria. Ambos factores van a depender de que los lotes sean homogéneos o
heterogéneos.

Cuando los lotes son homogéneos una pequefia muestra es considerada como una muestra
representativa, ya que el analito que vamos a medir se encuentra distribuido uniformemente
en toda la muestra a analizar.

Por el contrario, en los lotes heterogéneos una muestra aleatoria no tiene por que ser re-
presentativa del lote, debido a que la distribucidn del analito a determinar es irregular v la
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concentracidn del mismo varfa respecto el lugar donde se tome la muestra y dentro de unos
rangos bastantes amplios.

En el caso de lotes heterogéneos el muestreo estratificado puede constituir una solucién a la
hora de obtener una muestra representativa. El muestreo estratificado consiste en dividir el lote
en distintos estratos o zonas, cada uno de los cuales serd mds homogéneo que el lote original
en cuanto a propiedades de la muestra. Dentro de cada estrato se puede seguir cualquier crite-
rio en la consiguiente seleccién de muestras, aunque en la mayoria de los casos suelen aplicarse
criterios probabilisticos en general y estrategias de toma de muestras aleatoria, en particular.

Una vez establecidos los grupos y el ndmero de muestras total a tomar del lote completo,
las porciones de muestras se toman dentro de cada estrato proporcionalmente a su peso o
volumen relativo respecto al total.

También se puede aplicar una estrategia de toma de muestras estratificada en situaciones en
las que dispone de mucha informacién previa del lote de muestra, en especial de sus carac-
terfsticas generales.

Cuando no se puede realizar el muestreo de forma aleatoria, p. €], en el caso de un almacén
muy grande en el que las mercancfas estdn desordenadas o cuando el proceso de produccién
conlleva un fendmeno periddico (p. ej. un contaminante localizado de forma especifica en una
zona concreta del silo), resulta indispensable:

— Evitar en lo posible la seleccién de elementos de acceso mds facil o que pueden dife-
renciarse por una caracterfstica visible.

— En el caso de fendmenos periddicos, evitar la toma de muestras cada k segundos, o del
k® envase o cada k centimetros, y tomar una unidad de cada n paletas, preenvases, etc.

Finalmente, es importante que en el proceso de tomas de muestras se utilice un equipo ade-
cuado que puede constar de lo siguiente:

— Bastones toma-muestras (largo y corto).

— Cuarteador de muestras.

— Recipientes de varias capacidades para la toma de muestras.
— Paleta toma muestras.

— Frascos de cierre hermético para muestras liquidas.

— Frascos estériles para envios a microbiologfa.
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— Bolsas de pldstico porta muestras con aros metdlicos.
— Etiquetas adhesivas para referenciar envios y cajas de carton.
— Material estéril desechable (guantes, cucharas, etc).

En el siguiente cuadro se puede ver los diferentes pasos que hay que seguir para disefiar un
plan de muestreo:

DEFINICION DE LOS OBJETIVOS

Seleccion del lote de muestra, de los analiticos y de los métodos analiticos

Disefno del método y procedimientos operativo de toma de muestra
(criterios estadisticos, descripcion de equipos, aseguramiento de la calidad)

Seleccion de métodos para preservar la muestra y métodos de pretratamiento

REDACCION DEL PROTOCOLO

En el disefio de toma de muestra el investigador tiene que decidir el nivel de error tolerable,
el nivel de confianza aceptado, asi como estimar el minimo ndmero de porciones a tomar.

Los errores asociados a la toma de muestra asi como la estimacion inicial del tamafio de cada
porcidn y el nimero de porciones que se tienen que tomar, dependerd del tipo de muestra.

Fuentes de error en la etapa del plan de muestreo
La etapa de toma de muestras, al igual que otras etapas del proceso analftico, conlleva la
posibilidad de introducir errores y por tanto los resultados cuantitativos que se obtengan de
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los andlisis efectuados a las muestras correspondientes, tienen sdlo un valor limitado si no se
acompafan de una estimacion de los errores aleatorios (imprevisibles) y sistemdticos (previsi-
bles) asociados a dichos resultados. (Los errores aleatorios afectan a la precisién del resultado,
mientras que los sistemdticos afectan a la exactitud).

Los errores sistemdticos deberfan evitarse con una correcta planificacidn y ejecucion de la
toma de muestras, mientras que los errores aleatorios, inherentes a muestras heterogéneas
y bdsicamente asociados a falta de representatividad, deben minimizarse con una correcta
estimacion del tamafio y nimero de porciones tomadas del lote de muestra inicial.

Ademds, los resultados de la aplicacion de los planes de muestreo estdn expuestos a dos tipos
de errores:

— error de muestreo (debido a que la muestra no representa con exactitud la poblacion de
la que se ha tomado);y

— error de medicién (debido a que el valor medido de la caracteristica no representa con
exactitud el valor auténtico de la caracteristica en la muestra).

Es conveniente que se cuantifiquen y reduzcan al minimo los errores de muestreo relaciona-
dos con cualquier plan de muestreo, asi como los errores de medicidn propios del andlisis.

Tamafio de la muestra

El tamafio de la porcidn a colectar del lote de muestra inicial dependerd tanto de la matriz
de la muestra como de la distribucién del analito en la muestra problema. De tal manera, el
grado de heterogeneidad del material (por ej,, tamafio, forma, composicion vy distribucién de
las particulas en muestras sélidas), la heterogeneidad respecto al analito a determinar, la con-
centracién media del analito en la muestra y la magnitud de error exigido en el resultado final
serdn factores determinantes en la eleccién del tamafio de muestra a colectar: Otros factores
serdn el material disponible y el coste de la muestra.

Muestras homogéneas. El tamano de la muestra deberd asegurar que en la determinacién
del analito, la concentracidn resultante de éste supere el limite de cuantificacion analitico del
método analitico elegido.

Muestras heterogéneas. Necesita de la aplicacion de la teorfa estadistica, asi como de un
conocimiento previo aproximado de la muestra y de la concentracidn del analito de interés
en ésta. En muchas situaciones no se dispone de informacién previa, o la complejidad de la
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aproximacion estadistica es desproporcionada respecto a los objetivos de la toma de mues-
tras, con lo que la decisién final sobre el tamafio vendrd determinado por la experiencia y
criterios del analista.

Numero de muestras

Varios son los conceptos bésicos asociados con la estimacion del nimero necesario de mues-
tras: el grado de homogeneidad/heterogeneidad de la muestra inicial, el coste intrinseco de la
toma de muestras y la variabilidad aceptada en el resultado final. Al ser imposible analizar toda
la poblacidn inicial, los aspectos estadisticos podrdn ser necesarios para elegir el nimero de
muestras a tomar, siempre y cuando se disponga de una cierta informacion previa del lote de
muestra, en especial de la variabilidad en su contenido del analito, tanto en el tiempo como
en el espacio.

Aplicando criterios estadisticos el nimero de muestras que resulta de estos cdlculos supera a
menudo las posibilidades de la toma de muestras debido al alto coste asociado a los andlisis.
En determinadas situaciones no es posible aplicar Unicamente criterios estadisticos, sino que
es necesario aplicar conjuntamente criterios personales del analista, basados en su experien-
Cia previa, asi como aproximaciones empiricas para decidir el nimero de muestras a tomar.
Cabe recordar que aumentar el nimero de muestras no reduce la variabilidad natural de la mues-
tra, sino el error en la estimacidén de la media, lo que puede conducir a valores mayores al aumen-
tar el ndmero de muestras. Por el contrario, si el nimero de muestras se reduce, aumentard el error
aceptado en la prediccién de la media, considerando que la varianza de la muestra permanece
constante. De hecho, una opcidn vdlida acaba siendo elegir un nimero de muestras aceptable bajo
el punto de vista econdmico, en el que la variabilidad se estabiliza.

Muestras primarias

Una muestra primaria es la ‘porcidn de producto’ extraida de un lote durante la primera fase
del proceso de muestreo, que constituird normalmente un elemento (si se ha tomado de un
lote de productos preenvasados) o una porcién de muestreo (si se ha extraido de un lote a
granel) (no obstante, una ‘porcidn de muestreo’ puede considerarse un ‘elemento’ si las me-
diciones se realizan en porciones de muestreo individuales). En la medida que sea factible, las
muestras primarias deberfan tomarse en todo el lote y deberfan anotarse las excepciones a
este requisito. Con el fin de facilitar el andlisis en el laboratorio, deberfa tomarse una cantidad
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suficiente de muestras primarias de tamafio parecido. Durante la toma de muestras primarias
(elementos o porciones de muestreo) y en todos los procedimientos subsiguientes habran
de tomarse precauciones a fin de mantener la integridad de la muestra (p. ej. para evitar la
contaminacién de las muestras o cualquier otro cambio que pueda repercutir de forma nega-
tiva en la cantidad de residuos o los resultados analiticos, o que tengan como resultado que la
muestra de laboratorio no sea representativa de la muestra compuesta del lote).

Muestra compuesta

Cuando el plan de muestreo lo requiera, se obtendrd una muestra compuesta combinando
con cautela las muestras primarias (los elementos) de un lote de productos preenvasados, o
las muestras primarias (las porciones de muestreo) de un lote a granel (no preenvasado).

Salvo por razones econdmicas, no se recomienda esta técnica de muestreo, debido a la pér
dida de informacién sobre los cambios de muestra a muestra debido a la combinacién de
muestras primarias.

Muestra final

La muestra global debe constituir, en la medida de lo posible, la muestra final y ha de entre-
garse al laboratorio para su andlisis. Si la muestra global es demasiado grande, la muestra final
podrd prepararse a partir de ella mediante un método de reduccidn adecuado. En ese proceso,
sin embargo, no se deben cortar o dividir los elementos individuales.
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CADENA DE TRANSFORMACION DEL LOTE DE MUESTRA EN LA MUESTRA DE ENSAYO O ANALISIS

LOTE DE MUESTRA MUESTRANE I
PREENVASA_DA

MUESTRAS
PRIMARIAS
INDIVIDUALES

MUESTRAS
PRIMARIAS
COMPUESTAS

MUESTRA DE
LABORATORIO

MUESTRA DE
ENSAYO O ANALISIS

Estrategia basada en criterios no probabilisticos

Esta estrategia estd basada en el juicio previo de la persona que lleva a cabo el plan de toma
de muestras, por eso en ocasiones recibe también el nombre de toma de muestras selectiva
o dirigida. Este tipo de estrategia de toma de muestras contempla un disefio dirigido a mini-
mizar el efecto de los factores secundarios que pueden aportar variabilidad. Para conseguir
este objetivo se utiliza toda la informacién de que se dispone al planificar la toma de muestras
con el fin de potenciar dicha toma de muestras en puntos que pueden ser representativos
de la poblacion.

Con el fin de aplicar con éxito este tipo de estrategia es necesario disponer de mucha in-
formacion previa de la zona de toma de muestras y del lote de muestra en si. No obstante,
aplicar un juicio previo acaba comportando una pérdida de exactitud, ya que las muestras
analizadas estardn sesgados respecto al global de la poblacién. En cualquier caso esta estrate-
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gia puede constituir una etapa previa de una posterior toma de muestras probabilistica, lo que
permitird un mejor disefio de esta dltima.

Estrategia basada en criterios probabilisticos

Cuando no se dispone de suficiente informacién previa de la poblacién y cuando se busca
una muestra lo mds representativa posible, es necesario llevar a cabo una toma de muestras
probabilistica, en la cual todos los componentes del lote tienen la misma probabilidad de ser
tomados, mientras que componentes ajenos al lote tienen una probabilidad nula.

Se pueden distinguir dos tipos:

Toma de muestra aleatoria. En este tipo de toma de muestras, las porciones de muestra se
extraen del lote de forma que cualquier porcién de la poblacidn tiene la misma probabilidad
de ser seleccionada. Es muy dificil en la realidad asegurar una muestra completamente alea-
toria, ya que tomar muestras al azar no es igual que tomarlas seglin un patrén aleatorio. El
ndmero de muestras a tomar es elevado.

Toma de muestra Sistemdtica. Es una de las mds utilizadas. Las porciones de muestra se toman
en intervalos (de tiempo y espaciales) predeterminados en el plan de toma de muestras.

Una de las limitaciones es cuando la poblacidn tiene una tendencia periddica de variacidn,
temporal o espacial, ya que en este caso el riesgo de obtener una poblacién sesgada es supe-
rior al de otras estrategias.

Practicamente todos los conceptos y practicas para asegurar la calidad de los datos vy resulta-
dos analfticos pueden en un principio ser aplicados a la etapa de toma de muestras, aunque
esto puede conllevar un aumento de su coste. El aseguramiento de la calidad de la toma de
muestras se fundamentard en una planificacion adecuada, en la documentacién y en el control
del proceso.

Los métodos de toma de muestras y especialmente los de andlisis de rutina, deberdn estar
escritos y estandarizados en forma de procedimientos normalizados de trabajo. Estos no han
de corresponder uUnicamente a etapas especificas y detalladas de la toma de muestras, sino
que también tienen que incluir un esquema de toma de decisiones asociadas a la estrategia
general de la toma de muestras.
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En muchos casos el protocolo de toma de muestras ya se encuentra descrito en forma de un
procedimiento normalizado de trabajo, en especial si se estdn siguiendo procedimientos re-
cogidos en normas nacionales o internacionales, que no son de obligado cumplimiento, pero
son las que se han de aplicar si de la toma de muestras y posterior andlisis puede derivarse
un problema legal.

Es importante que el transporte y el almacenamiento de las muestras sea adecuado, man-
teniendo correctas condiciones higiénicas, de temperatura, humedad, etc. Ademds, el tiempo
durante el cual las muestras van a estar almacenadas antes de enviarse al laboratorio de
destino debe ser el minimo posible, con el fin de evitar recontaminaciones, contaminaciones
cruzadas, etc.

La muestra que finalmente se entrega al laboratorio se denomina muestra de laboratorio y
adoptard la forma de la muestra final o de una porcién representativa de esta Uftima.

La muestra de laboratorio deberd conservarse de modo que se impida la alteracion de la ca-
racteristica inspeccionada. Ademds, la muestra de laboratorio deberd mantenerse en un reci-
piente limpio e inerte que ofrezca una proteccién adecuada contra la contaminacion externa
y evite el deterioro de la muestra durante el trdnsito. El recipiente deberia luego precintarse
de forma que se pueda detectar toda apertura no autorizada y enviarse al laboratorio lo an-
tes posible, adoptando todas las precauciones necesarias para evitar derrames o el deterioro

Toda operacién de muestreo conlleva la redaccion de un informe de muestreo en el que se
indique, en particular, el motivo del muestreo, el origen de la muestra, el método de muestreo
y la fecha y el lugar de este Ultimo, asi como otro tipo de informacién que pueda resultar de
ayuda para el analista, como la hora y las condiciones del transporte. Las muestras se identifi-
cardn de forma clara, en especial las destinadas al laboratorio.

En caso de cualquier desviacidon con respecto al procedimiento de muestreo recomenda-
do (cuando haya habido que apartarse, por cualquier motivo, del método aconsejado), es
necesario adjuntar al informe de muestreo otro informe detallado sobre el procedimiento
modificado que, de hecho, se ha aplicado.
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Aunque esta gufa no ha contemplado los contaminantes microbioldgicos, si parece oportuno
que en este apartado se haga alguna alusion a la toma de muestras para realizar el andlisis
microbioldgico.

En primer lugar, es importante que la toma de muestras no esté dirigida Unicamente a reco-
ger una pequefia porcién de materia prima o agua para efectuar el andlisis correspondiente.
El objetivo de la toma de muestras debe ser suministrar informacién sobre las caracteristicas
microbianas del pienso y del agua, y mediante criterios previamente convenidos, nos ayude a
la hora de proceder a la aceptacién o rechazo de los lotes de materias primas.

Ademds, los resultados analiticos nos deben servir para proporcionar informacién sobre si
es necesario que los lotes sean sometidos a tratamientos especificos, almacenados en con-
diciones concretas o nos indiquen qué evaluaciones de riesgos sanitario o higiénico deben
efectuarse.

Por otro lado, la toma de muestras determinard los detalles del procedimiento, por ejemplo
definird el tamafio de la muestras, la frecuencia de muestreo, el punto de recogida, la hora de
toma de muestras, etc.

Es necesario que el material de toma de muestras sea estéril y desechable (guantes, botas,
cucharas, frascos, etc.) con el fin de evitar cualquier contaminacién que pueda interferir en el
resultado analftico y que dicha toma de muestras se realice en correctas condiciones higiéni-
cas. También, cabe destacar que tanto el almacenamiento de las muestras como su transporte
se deben llevar a cabo bajo condiciones higiénicas, de temperatura, humedad, etc., adecuadas.
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