UNIVERSIDAD DISTRITAL
FRANCISCO JOSE DE CALDAS

Tecnura

https://revistas.udistrital.edu.co/ojs/index.php/Tecnura/issue/view/928
DOI: https://doi.org/10.14483/22487638.12896

INVESTIGACION

Determinacion de la incertidumbre del método de analisis
de aflatoxinas por HPLC en pasa de uva

Definition of the uncertainty of the aflatoxin analysis method by HPLC in raisins

Nora Dolores Martinez', Ana Maria Rodriguez?, Aida Rosa Gutiérrez®,
Marina Daniela Di Carlo*, Analia de los Angeles Duran®

Fecha de recepcion: 18 de diciembre de 2017

Fecha de aceptacion: 24 de mayo de 2018

Cémo citar: Martinez, N.D., Rodriguez., A.M., Gutiérrez., A.R., Di Carlo., M.D y Duran., A.A. (2018). Determina-
cién de la incertidumbre del método de analisis de aflatoxinas por HPLC en pasa de uva. Tecnura, 22(58), 25-36.

DOI: https://doi.org/10.14483/22487638.12896

Resumen

Contexto: En este trabajo se presenta la determina-
cién de las incertidumbres de los métodos de ana-
lisis de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en pasa de uva
por HPLC-FLD. La incertidumbre de un método
es uno de los parametros requeridos por la norma
IRAM 301-ISO/IEC 17025:2005, de aplicacion en la
Republica Argentina y acreditada por el Organismo
Argentino de Acreditacién (OAA). Forma parte de la
validacién del método analitico. Es un requisito ne-
cesario para ampliar el alcance de acreditacién del
Laboratorio de Analisis de Productos Regionales de
Ingenieria Quimica (LAPRIQ), perteneciente al Ins-
tituto de Ingenieria Quimica de la Universidad Na-
cional de San Juan.

Metodologia: El procedimiento utilizado es el de-
nominado bottom up, basado en una sucesién de
etapas de calculo que tienen en cuenta los erro-
res provenientes de cada una de las operaciones

analiticas descompuestas en actividades primarias.
La etapa inicial consiste en la identificacion de las
fuentes de error que pueden afectar el resultado del
analisis. Se tomé como base para la determinacion
de las fuentes de error, y su incidencia en la incer-
tidumbre final del proceso, el procedimiento de es-
pina de pescado de Ishikawa. Definidos los factores
que suman al error en la medicion, se realizaron to-
dos los ensayos de calibracién del HPLC, indice de
recuperacion y verificacion del instrumental para la
determinacién de la incertidumbre estandar de los
subcomponentes. Se calculé luego la incertidumbre
combinada teniendo en cuenta los aportes indivi-
duales. Posteriormente se sumaron las incertidum-
bres combinadas, ponderadas segtn la importancia
de su contribucion a través del coeficiente de sensi-
bilidad. Por dltimo, se determiné la incertidumbre
expandida usando un factor de cobertura K = 2, que
implica un porcentaje de confianza del 95 %. Con
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este factor se puede esperar que se incluya la mayor
fraccion de la distribucion de los valores atribuidos
al mesurando.

Resultados: Se detectaron seis fuentes de error, co-
rrespondientes a las mediciones de: masa de la
muestra, volimenes de extraccién, elucién vy ali-
cuota para clean up, deteccién en HPLC e indice
de recuperacién del método. Las incertidumbres ex-
pandidas calculadas de las cuatro aflatoxinas son
AFB1=0,7mg/kg, AFB2= 0,2mg/kg, AFG1 = 0,9 mg/
kg y AFG2 = 0,3 mg/kg.

Conclusiones: Los valores de las incertidumbres ex-
pandidas se informan en el certificado de analisis,
junto con el resultado del ensayo por HPLC, como
una de las pruebas de la validacién del método.
Palabras clave: aflatoxinas, HPLC, incertidumbre
combinada, incertidumbre estandar, incertidumbre
expandida.

Abstract

Objective: This work presents the definition of uncer-
tainties for the methods of analysis of aflatoxins B1,
B2, G1 and G2 in raisins by HPLC-FLD. The uncer-
tainty of a method is one of the parameters required
by the norm IRAM 301-ISO/IEC 17025:2005Stan-
dard, applicable in the Argentine Republic and ac-
credited by the Argentine Accreditation Organism
(OAA), and forms part of the validation of analytical
methods. In addition, it is a necessary requirement
to expand the scope of accreditation of the Labora-
tory of Analysis of Regional Products of Chemical
Engineering (LAPRIQ, by the name in Spanish), be-
longing to the Institute of Chemical Engineering of
the National University of San Juan.

Methodology: The procedure used is called “Bot-
tom up”, based on a succession of calculation that
take into account errors from each of the analyti-
cal operations decomposed in primary activities.
For the initial stage, sources of error that can affect
the result of the analysis were identified. The Ishi-
kawa’s fishbone procedure was used as a basis for
determining the sources of error and their inciden-
ce in the final uncertainty of the process. Once
the factors that add up to the error in the measure-
ment were defined, all the HPLC calibration tests
were performed. Second, the combined uncertain-
ties were added, weighted according to the impor-
tance of their contribution through the sensitivity
coefficient. Finally, the expanded uncertainty was
determined using a coverage factor K = 2, which
implies a confidence percentage of 95%. With this
factor we can expect to include the largest fraction
of the distribution of the values attributed to the
measurand.

Results: Six sources of error were detected and co-
rrespond, on the one hand, to the mass measure-
ments of the sample, extraction volumes, elution,
and aliquot for “clean up” and, on the other, HPLC
detection and recovery rate of the method. The cal-
culated uncertainties for the four aflatoxins are
AFB1= 0.7 mg/kg, AFB2= 0.2 mg/kg, AFGT = 0.9
mg/kg y AFG2 = 0.3 mg/kg.

Conclusions: The values of the expanded uncertain-
ties are reported in the certificate of analysis, along
with the result of the HPLC test, as one of the tests of
the validation of the method validation.

Keywords: aflatoxins, HPLC, combined uncertainty,
standard uncertainty, expanded uncertainty.

INTRODUCCION

principal exportadora de pasas y mosto concen-
trado del pais de acuerdo con lo informado por

La acreditacion el Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV, 2011).

Los alimentos mencionados contienen principios
El desarrollo econémico de la provincia de San bioactivos que resultan muy beneficiosos para la
Juan, Republica Argentina, estd muy ligado a  salud humana (Arias, Montafo, Velasco y Marti-
la industria de la uva y sus derivados, siendo la nez, 2018). Los paises importadores han aplicado

Tecnura e p-ISSN: 0123-921X  e-ISSN: 2248-7638 * Vol. 22 No. 58 ® Octubre - Diciembre de 2018 ® pp. 25-36
[26]



Determinacion de la incertidumbre del método de analisis de aflatoxinas por HPLC en pasa de uva

MarTiNez, N.D., RobriGUEZ., A.M., GUTIERREZ., A.R., Di CARLO., M.D vy DURAN., A.A.

condiciones de calidad cada vez mds estrictas para
aceptar los productos mencionados, teniendo en
cuenta la importancia del cuidado de la salud de la
poblacién. Esto hace necesario que el exportador
cuente con certificados de analisis respaldados in-
ternacionalmente, para garantizar que el producto
cumple con los niveles de calidad acordados.

Disponer de certificados de andlisis con respal-
do internacional implica que el laboratorio que
realiza los analisis cuente con la acreditacién de la
norma ISO 17025, especifica para laboratorios de
ensayo y calibracién, otorgada por un organismo
autorizado por el gobierno de cada pais. El Orga-
nismo Argentino de Acreditacion (OAA) es el Gni-
co ente autorizado para acreditar la norma IRAM
301-ISO/IEC 17025, establecida por el Instituto de
Racionalizacién de Materiales (IRAM, 2005).

El Instituto de Ingenieria Quimica de la Uni-
versidad Nacional de San Juan dispone del La-
boratorio de Analisis de Productos Regionales de
Ingenieria Quimica (LAPRIQ), acreditado por nor-
ma IRAM 301-ISO/IEC 17025 desde julio de 2013,
con alcance en las técnicas de determinacion de
ocratoxina A para matriz pasa de uva (Rodriguez,
Gutiérrez, Strazza y Giménez, 2008a) y matriz
vino/mosto (Rodriguez, Gutiérrez, Strazza y Gimé-
nez, 2008b).

Es intencion del grupo de trabajo solicitar al
OAA la ampliacion del alcance de acreditacion
para incluir la determinacion de aflatoxinas en
pasa de uva.

Las aflatoxinas

Uno de los requerimientos para el consumo de
pasas de uva es la concentracién de micotoxinas,
sustancias consideradas el carcinégeno natural
mas potente conocido hasta el momento. Su pro-
duccién esta asociada al proceso de esporulacién
de hongos, a las condiciones ambientales y a la
concentracion de nutrientes en el medio (Bogan-
tes-Ledezma, Bogantes-Ledezma y Bogantes-Le-
dezma, 2004).

Entre las micotoxinas vinculadas a la industria
vitivinicola estdn las aflatoxinas, contaminantes
organicos generados por hongos usualmente pre-
sentes en los vifiedos de la regién, especialmente
en ahos donde las lluvias sobrepasan los valores
normales promedio de precipitacién (Martinez et
al., 2015). Estas toxinas aparecen en la uva en fres-
co y, por ende, en pasas, vinos y mostos produci-
dos a partir de ella. Hay al menos 99 paises que
tienen reglamentaciones para micotoxinas, cifra
que corresponde al 87 % de los habitantes del pla-
neta (ONUAA, 2003).

En la vid naturalmente se encuentran hongos
del tipo Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. no-
minus. Estos mohos toxigénicos se desarrollan en
gran variedad de sustratos, y se pueden produ-
cir aflatoxinas como metabolitos secundarios. El
nombre de aflatoxina deriva de la abreviacién ta-
xonoémica de Aspergillus y de la especie flavus. De
las 18 variedades de aflatoxinas conocidas, la mas
toxica es la aflatoxina B1 (AFB1). Las otras de in-
terés en la pasa de uva son B2, G1 y G2. Tienen
actividad inmonosupresiva, teratogénica, canceri-
gena y mutagénica; ademas, producen sindrome
hepatotéxico y problemas renales (Gimeno y Mar-
tins, 2003).

Un comité mixto de la Organizacion de las Na-
ciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
y la Organizacion Mundial de la Salud (ONUAA,
2003) ha definido a las aflatoxinas como potentes
carcindgenos humanos, aunque no existe aln in-
formacion suficiente para establecer una cifra fija
sobre grados de exposicién tolerable. La mayoria
de las leyes internacionales establecen un maximo
de 4 mg/kg para aflatoxinas totales (la suma de B1,
B2, G1, G2) en pasas de uva, no pudiéndose supe-
rar el limite de 2 mg/kg para la variedad B1, la mas
agresiva. El Cédigo Alimentario Argentino no re-
glamenta el contenido de toxinas en pasas de uva
(ANMAT, 2010). El Protocolo de Calidad de Pasas
de Uva para la denominacion Alimentos Argenti-
nos mantiene los valores internacionales mencio-
nados, como limites maximos de concentracién y
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el resultado debe obtenerse por determinacion en
HPLC (SAGPyA, 2006).

En la figura 1 se muestra la representacién de
las moléculas de las cuatro aflatoxinas de interés.
Pertenecen a la familia de las difurano-cumarinas,
y son muy similares entre ellas, con diferencias en
un enlace doble y en un anillo de 5 o 6 carbonos
con inclusién de oxigeno. Quimicamente, son es-
tables y resistentes a la degradacién bajo proce-
dimientos de coccién normales, y es muy dificil
eliminarlas una vez que se producen.

El método de analisis

El método de andlisis de aflatoxinas para pasas por
high performance liquid cromatography (HPLC)
que se utiliza en el LAPRIQ sigue, en forma ge-
neral, los lineamientos de la European Standard
14123:2008 (Aenor, 2008) con algunas modifica-
ciones que responden al procedimiento sugerido
por el proveedor de las columnas de inmunoafini-
dad (R-Biopharm, 2005a) y que requiere, por tanto,
de una validacién completa como método propio.

En la técnica hay tres pasos bdsicos: un proceso
inicial de extraccién con metanol, la posterior se-
paracion (clean up) en columna de inmunoafini-
dad (R-Biopharm, 2005b, 2006) y cuantificacién
por HPLC (Rodriguez y Gutiérrez, 2015). La co-
lumna de inmunoafinidad contiene anticuerpos
monoclonales unidos a un soporte sélido que re-
tiene las micotoxinas recuperadas luego con me-
tanol. El HPLC tiene una columna cromatografica
donde las toxinas, segin su afinidad con el sopor-
te s6lido, son retenidas con tiempos caracteristi-
cos diferentes para cada una. La toxina se somete
posteriormente a la derivatizaciéon con bromo en
una celda Kobracell® (R-Biopharm, 2005c), para
otorgarle caracteristicas que permitan su detec-
cién en el detector por fluorescencia (FLD) y su
cuantificacion.

La incertidumbre
Una de las exigencias de la norma consiste en la

validacién del método analitico acreditado, lo que
supone un importante disefio experimental para la

Figura 1. Estructura de las aflatoxinas

Fuente: elaboracién propia.
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determinacion estadistica de los pardmetros que
fundamentan el aseguramiento de la calidad de la
técnica, especialmente si se acredita como méto-
do propio. La validacion es un procedimiento para
demostrar cientificamente por medio de estudios
de laboratorio, que un método posee las carac-
teristicas de desempefno adecuadas para cumplir
con los requerimientos de las aplicaciones analiti-
cas establecidas. La incertidumbre del proceso es
uno de los requisitos para la validar un método.

Para determinar la incertidumbre se ha toma-
do como guia lo descrito en EURACHEM/CITAC
Guide (2000). En lineas generales, el método de
calculo de la incertidumbre expandida de un ensa-
yo consta de cuatro etapas. La primera consiste en
la identificacién de las fuentes de error que pue-
den afectar el resultado del analisis (mediciones
criticas). Se calculo, luego, la incertidumbre com-
binada de cada una de las fuentes identificadas,
teniendo en cuenta los aportes de incertidumbres
estandar individuales. Posteriormente se sumaron
las incertidumbres combinadas, ponderadas segtin
la importancia de su aporte, a través del coeficiente
de sensibilidad. Por Gltimo, se determind la incerti-
dumbre expandida que depende del porcentaje de
confianza establecido y en el cual se puede espe-
rar que se incluya la mayor fraccién de la distribu-
cién de los valores atribuidos al mesurando. En el
certificado de analisis entregado al productor jun-
to con el resultado obtenido, se informa el valor de
la incertidumbre expandida.

METODOLOGIA

Para la estimacién de la incertidumbre de un pro-
ceso de andlisis quimico hay dos métodos gene-
rales denominados top-down y bottom-up (CAC/
GL 59, 2006). El primero de ellos estd basado en
el procesamiento de datos registrados a largo pla-
zo, derivados de resultados de ensayos de aptitud,
muestras de control del laboratorio, datos biblio-
graficos publicados, etc. El LAPRIQ no cuenta to-
davia con informacién de largo plazo suficiente
como para utilizar este método. El procedimiento

bottom up, utilizado en este trabajo, se basa en
el estudio exhaustivo de los errores provenientes
de cada una de las operaciones analiticas descom-
puestas en actividades primarias. Este método, en
contraposicién con el método Top down, exige
mayor grado de detalle o alta resolucién (Carmona
Aparicio et al., 2016).

Determinar la concentracion final de un ana-
lito en una matriz implica calcular una funcién,
la cual depende de las variables de célculo (por
ejemplo, volumen de extraccion, respuesta del
equipo, etc.). Para el calculo de la concentracién
para cualquier aflatoxina, de acuerdo con el proto-
colo del método (Rodriguez y Gutiérrez, 2015), se
utiliza la ecuacién (1). La definicién de todos los
términos de esta y su valor se presentan en la sec-
cién “Resultados”. Un andlisis de aflatoxina impli-
ca determinar el valor de C, ,,, que es la respuesta
del cromatégrafo. Todos los demas términos son
constantes porque son mediciones establecidas
con valor Unico.

Vv, 1

V.M R

Hg

ke

Todas las fuentes posibles de error identificadas
y definidas a partir de la ecuacion (1) se represen-
taron en el diagrama de Ishikawa, también Ilama-
do espina de pescado.

Para cada uno de los componentes (v) que apor-
tan a la incertidumbre del proceso, se determiné la
desviacion estandar segln ecuacién (2) en la que
u_.es la incertidumbre individual de cada factor
que interviene en una medicion especifica (linea-
lidad, temperatura, sensibilidad, etc.), de acuerdo
con la ley de propagacion de incertidumbres.

2”

Se realizaron todos los ensayos necesarios para
determinar las incertidumbres estandar de cada
medicion, ya sea analisis quimicos o verificacion
de medidas de masa o volumen. Cabe aclarar que
todos los equipos e instrumentos utilizados en el
LAPRIQ estan calibrados y verificados segin lo

(M

Concentracion en

Cx = CHPLC

2

mi

ul‘=

)
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establecido en sus respectivos procedimientos de
uso, los cuales regulan el procedimiento de traba-
jo y su frecuencia. Las calibraciones son externas
y solo se realizan en organismos acreditados bajo
norma IRAM 301-ISO/IEC 17025 para laboratorios
de calibracion.

Para calcular la incertidumbre combinada, se
utilizé la ecuacién (3), en la que cada incertidum-
bre estandar se multiplicé por un coeficiente de
sensibilidad c, para ponderar su aporte a la incer-
tidumbre global.

u, = /E(Ci-u,-)z

Los coeficientes de sensibilidad se determina-
ron con la ecuacion (4), derivandose la funcién C,
definida en la ecuacién (1), respecto a la compo-
nente (v) cuyo coeficiente se quiere calcular.

dC

X

dv;

3)

Ci

= 4)

La incertidumbre del método, denominada in-
certidumbre expandida, es el intervalo dentro del
cual se asegura que se encuentra el resultado de
la medicién del mensurando C con un grado de
confianza especificado. Este valor aparece en el

certificado de andlisis y se calcula como la incer-
tidumbre combinada multiplicada por el factor de
cobertura K segtin la ecuacion (5). Se tomé K = 2
asegurandose un 0,9545 % de confianza en la me-
dicion. Este valor es comin en la determinacién
de incertidumbres en otros ambitos tales como la
evaluacién del error en las pérdidas eléctricas (Va-
lencia y Avendafio, 2015).
Ue = K-u, (5)
Finalmente se determiné la contribucién de
cada variable a la incertidumbre total del proceso
a través del indice de contribucién de cada una de
ellas (ecuacion (6)); asi se establecieron los puntos
criticos que pueden mejorarse para disminuir la in-
certidumbre del método.

(ciu;) .

100
E(Ci'”i)

Ind% = (6)

RESULTADOS

En la tabla 1 se define cada uno de los términos
de la ecuacion (1). A partir de dicha ecuacién, se
definieron los componentes (v)) identificados como

Tabla 1. Variables de la expresién de calculo de la concentracién final

Simbolo Descripcion Valor
M Cantidad de fruta analizada 42g
\2 Volumen de elucién (1,5 ml de metanol HPLC + 1,5 ml de agua HPLC) 3 ml
Vv, Volumen de extraccién (200 ml de metanol p.a. + 50 ml de agua HPLC) 250 ml
Vv, Alicuota del volumen de elucién analizado 10 ml
AFB1 0,9350
fo o AFB2 0,9529
R Indice de recuperacién
AFG1 0,9320
AFG2 0,9630
AFB1 1,6.10° g/ml
C Concentracién medida en el HPLC para el valor de médximo AFB2 2,107 g/ml
HPLC coeficiente de variacion. AFG1 1,6.10° g/ml
AFG2 2.1070 g/ml

Fuente: elaboracién propia.
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aportes a la incertidumbre del proceso: M, V, V,,
V, Ry C,,, En la misma tabla se informan, ade-
mas, los valores de los componentes utilizados mas
adelante para el célculo de los coeficientes de sen-
sibilidad. En la figura 2 se presenta el diagrama es-
pina de pescado definido para este proceso. Todas
las medidas dimensionales, se presentan en mly g.

De este modo quedan definidas las incertidum-
bres estandar que aportan a la incertidumbre combi-
nada. Ellas son: u,, u,, u,,, u,, U,y u,, . Las cuatro
primeras son comunes a todas las aflatoxinas. En este
trabajo no se detalla, por su extension, el célculo de
los aportes a las incertidumbres estandar. Se presen-
tan solamente las ecuaciones y el resultado.

Todos los aportes individuales de error que se
mencionan estan definidos en procedimientos del

LAPRIQ que conforman el Sistema de Gestién de
la Calidad. Las pruebas realizadas y los correspon-
dientes calculos descritos en los procedimientos
estan debidamente registrados y guardados en el
laboratorio.

Los resultados de las incertidumbres estandar
obtenidas se presentan en la tabla 2.

Determinacion de uM

La balanza analitica utilizada es marca Mettler To-
ledo modelo AL204.

Su incertidumbre estandar (ecuacion (7)), infor-
mada en gramos, se calcula como la suma de las
incertidumbres aportadas por el patron, la lineali-
dad, la sensibilidad y el estudio de Ry R.

2 2 2
Uy = \/usen T Uiy TURYR T Upay

u, =\(288675.10° 1 +\1,73205.107% | +\857321.10° | +\3.107
.=l F ol f o f oo}

Masa (M) Volumenes (V;, V>, V3)
Linealidad \— Tolerancia
Sensibilidad Verificacion
Estudio de RyR
Patron ¢+—— Temperatura
® > Uex
Repetibilidad Curva de
calibracion
Recuperacion (R) Concentracion HPLC
(Cuprc)

Figura 2. Diagrama de Ishikawa para el proceso de analisis

Fuente: elaboracion propia.
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Determinacion de uV1

El volumen de elucién V, se mide con una micro-
pipeta Transferpette de 1,0 ml. Se utiliza cuatro
veces para tener la medicion total de 3 ml re-
querida, dos veces con metanol y dos veces con
agua. La incertidumbre de cada medicién esta
conformada por tres subcomponentes: toleran-
cia, variacion en la temperatura (metanol y agua)
y desviacién por verificacién, segln la ecuacién
(8). Estos aportes se repiten en todas las medicio-
nes de volumen con pipeta o micropipeta medi-
das en ml.

2
ver

2 2 2
Uy = \/4utot + 2UTmetanol + ZuTagua +4u (8)

El aporte debido a la tolerancia se calcul6 de
acuerdo con la ecuacién (9).

Tolerancia del fabricante (ml)
J3

La incertidumbre por variacién de temperatura
se calculd segun la ecuacion (10), donde a es el
coeficiente de dilatacion volumétrico correspon-
diente al fluido que se mide en K. Por razones de
extension no se detalla su célculo.

U] = 9)

Variacién de volumen (ml) — Vyomina @ AT

V3 NE]

Para la incertidumbre por verificacién se a
dopto para el calculo la ecuaciéon (11), método de
evaluacion tipo A (Delgado y Hernandez, 2009).

(10)

UTmetanol =

(11)

n
Donde s es la desviacion estandar de las medi-
ciones realizadas en la verificacion del instrumen-
tal y n es el nimero de mediciones.

uy; = 4346410107 | +2(3,91010.107 | +2\6,36528.10% | + 4\5,48800.107
o = f el f e fedl i

Determinacion de uV2

El volumen V, mezcla de metanol y agua, se
mide con dos matraces calibrados de 200 y 50 ml
respectivamente. La incertidumbre de esta medida
se calcula seguiin la ecuacion (12). A su vez, las in-
certidumbres individuales de la medida de meta-
nol y agua se determinaron segln las ecuaciones
(13)y (14).

Uy, = \/umetanol * Uggua (12)
2 2
U metanol = \/utol + UTmetanol + Uver (1 3)
2 2
Uagua = \/utol T UTugua t Uyer (14)

La incertidumbre por tolerancia del matraz se
determin6 mediante la ecuacion (15):

5=

Tolerancia

J6

(15)

Ul =

De acuerdo con lo expuesto, la determina-
cion de la incertidumbre correspondiente a la
medicién del volumen V, es:

Ueranot = N(O.1) +(1,04269) +(0,06)°

Uogua = \/ (0,0358547) +(0,0424352) + (9,80306. 1073

uy, = 1,04920 + 5,64129.1072
Determinacion de uV3

V, es el volumen de alicuota que se toma luego
del centrifugado para iniciar la etapa de clean up.
Se miden 10 ml de mezcla, medidos con pipeta
calibrada. El calculo se realiz6 de acuerdo con la
ecuacion (16).

_ \/ 2 2 2
Umetanol = Utol ¥ UTmezcla + Uver

(16)
= \/(0,011547)2 +(0,029705) +(3,65813.10‘4 )2

Uagua
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Determinacion de uR

Para el célculo de la incertidumbre de la exacti-
tud del método se utilizé la ecuacién (17), lo que
requirié la realizacién de 24 determinaciones (n)
con pasas fortificadas a concentraciones conoci-
das. Se tom6 la desviacién estandar de la reprodu-
cibilidad intralaboratorio (s) usando la evaluacién
de incertidumbre tipo A segln la ecuacion (11). La
u, para cada toxina se muestra en la tabla 1.

N

Jn

Determinacion de uHPLC

Up = (17)

La curva de calibracién correspondiente a cada to-
xina requirié de cinco ensayos con tres analistas

Tabla 2. Incertidumbres estandar calculadas

diferentes en dias diversos, usando soluciones
calibrantes de 2; 4; 8 y 10 mg/l de aflatoxinas
totales. Se utilizé un patrén Trilogy® con concen-
tracion de 5.000 mg/l totales y relacion AFB1:AF-
B2:AFG1:AFG2=4:1:4:1 respectivamente. A partir
de las rectas de calibracién obtenidas se determi-
no la incertidumbre individual en g/ml de acuerdo
con la ecuacién (18), donde S_es la desviacion es-
tandar que depende de cada aflatoxina:
S,

u = —
HPLC \/}

Definidas las incertidumbres individuales, se cal-
cularon los coeficientes de sensibilidad correspon-
dientes. En la tabla 3 se muestran las ecuaciones
derivadas para su célculo y los resultados obtenidos
teniendo en cuenta los valores dados en la tabla 1.

(18)

u,=1,9769498.10% g Ugy, = 2,4924023.102 Uppeg, = 1,87583.10°10
uy, = 8,9106802.10° ml Ugy, = 2,0295416.102 Uy = 406834731011
u,, = 1,1056087775 ml Uy, = 2,9487976.102 Uy e, = 2,402630.1071°
uy, = 0,032088134 ml Uy, = 2,908972.107 Uy, = 1,1351565.10°10

HPICG2 —

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 3. Valor de los coeficientes de sensibilidad

Variable Ecuacién correspondiente C

AFBT 7,2756.10"

M oo =96 _ CurrcViVa 1 AFB2 8.9237.10"
M oM Ve.M2 R AFGI 7,991,107

AFG2 8,8301.10"

AFBT 1,0186.107°
vV Con = 9Cx _ Cuprc-Va 1 AFB2 1,2493.10°
1 179y, Vs.M 'R AFGI 1,0219.10%
AFG2 1,2362.10°

AFBT 1,2223.10"

v Con = % = M 1 AFB2 1,4992.10
2 279V, V.M 'R AFG1 1,2262.10"
AFG2 1,4835.102
AFBT 3,0558.10°70

Y% Con = 9& _ Cupre: ViV 1 AFB2 3,7480.10
’ 79V, VZM R AFGI 3.0656.107
AFG2 3,7086.10°""
AFBT 3,2682.10
R Cp = 9y = _CHPLC'Vl'VZ i AFB2 3,9332.107°
R~ 0R Vo.M R? AFGI 3,2893.107°
AFG2 3,8511.107°

AFBT 1,90985

C c _ G 1l AFB2 1,87398
HPLC CHPLC ~ 3Chpe Vo.M 'R AFGI 1,91600
AFG2 1,85432

Fuente: elaboracién propia.
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La incertidumbre estandar combinada calcula-
da con la ecuacién (3) y la incertidumbre expandi-
da U_, determinada con la ecuacién (5) para cada
toxina se presentan en la tabla 4.

En la tabla 5 se muestra el resultado del cal-
culo del indice porcentual de contribucion de las

Tabla 4. Incertidumbres combinada y expandida

incertidumbres a la incertidumbre total, y en la fi-
gura 3 se muestra el diagrama de barras de aportes
individuales para las cuatro toxinas. Segln estos
resultados, el aporte principal a la incertidumbre
combinada para todas las toxinas radica en la ob-
tencion de la curva de calibracién en el HPLC.

Toxina Incertidumbre combinada Incertidumbre expandida
AFB1 u,, =0,367643 ngkg U, = 0,7ug/kg

AFB2 u_,=0,076692 pg/kg U,.,=02ugkg

AFGT1 u,.,=0,470838 pg/kg U..,=0,9 ng/kg
AFG2 u,=0,210805ug/kg U..,= 04 ng/kg

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 5. Calculo del indice porcentual de contribucién a las incertidumbres

Indice %

Variable
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Cooc 75,8820 86,4421 78,0439 93,2916
R 17,2533 9,0508 16,4438 4,9651
V, 1,9224 1,2622 1,5437 0,4882
V., 2,8624 1,8793 2,2984 0,7269
V, 2,0769 1,3636 1,6677 0,5274
M 0,0030 0,0020 0,0024 0,0008
Fuente: elaboracién propia.
100
B AFBI
80 WAFB2
OAFG1
60 1 DAFG2
%
40
20 A
0 - H_l_‘ R e  — N
CHPLC R Vi V2 V3 M

Figura 3. Representacién de los aportes individuales a la incertidumbre combinada para todas las toxinas

Fuente: elaboracién propia.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se determinaron las incertidumbres
expandidas de los procesos de determinacion de
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en matriz pasa de
uva. Los valores encontrados para cada una de
ellas respectivamente son: 0,7 mg/kg, 0,2 mg/kg,
0,9 mg/kg vy 0,4 mg/kg. Los resultados estan de
acuerdo con los esperados segln otros métodos
de determinacién de toxinas que se realizan en el
laboratorio. La determinacién de las curvas de ca-
libracién en el HPLC es la actividad primaria que
mas aporta a la incertidumbre total, seguida por
el indice de recuperacién. De hecho, para sim-
plificar el calculo podrian despreciarse los apor-
tes de las medidas de volumen y de masa, este
Gltimo definitivamente insignificante, y considerar
solo los dos de mayor contribucién. Cabe aclarar
que la determinacion de las incertidumbres de la
curva de calibracion y del indice de recuperacion,
conllevan un arduo trabajo tanto experimental
como estadistico, que no se ha descrito aqui por
razones de extension. Si bien no son tan laborio-
sas, las determinaciones de las demds incertidum-
bres estandar tampoco se han detallado en esta
presentacion por su longitud. Toda la informacion
esta disponible en el LAPRIQ.

El resultado de este trabajo aparece en el certifi-
cado de analisis que se entrega al productor, como
prueba de la validacién del método analitico.
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