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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es utilizar la simulacién numérica de Monte Carlo (SMC) para calcular la incertidumbre en la determinacion
de aflatoxina B1 (mensurando y) en una muestra de mani de exportacion por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio con Detector de
Fluorescencia (HPLC-FD). El calculo se baso en la generacién de 5000 valores aleatorios para cada una de las 19 variables que influyen
en el mensurando y, se introducen en la funcién que relaciona las variables y se obtienen 5000 valores aleatorios de la funcién. La
incertidumbre se calculé como desviacion estandar poblacional. El programa se elabord en lenguaje Maple y en hoja de célculo Excel,
obteniéndose los mismos valores de incertidumbre, 0.225543 y 0.225180. Estos resultados fueron comparados con los obtenidos por la
aplicacion de la ley de propagacion de la incertidumbre y no hubo diferencias significativas. El contenido de aflatoxina B1 en la muestra de
mani para exportacion con su incertidumbre expandida fue Y=(1.47 + 0.45) ug/Kg con un factor de cobertura de 2 al 95.45% de nivel de
probabilidad. La evaluacion de la conformidad del producto se basé en el enfoque funcional de la norma ISO 17000 y el requisito de los

compradores, de acuerdo a la guia del cumplimiento con las especificaciones de la ILAC.

Palabras claves: incertidumbre por HPLC en mani, incertidumbre por simulacion de Monte Carlo, evaluacién de la conformidad.

1. INTRODUCCION

En la primera parte de este estudiol! se evalu6 la
incertidumbre en la determinacion de aflatoxina
B1 en una muestra de mani de exportacién por
Cromatografia Liquida de Alto Desempeno con Detector
de Flourescencia (HPLC-FD), aplicando la ley de
propagacion de la incertidumbrel?®l, La técnica de Monte
Carlo es una alternativa para estimar la incertidumbre sin
necesidad de realizar calculos de derivadas parciales,
tal a como lo establece el nuevo suplemento de la guia
GUM ISO 20081,

Esta técnica es un método de simulacién numérica
(SMC) que sirve para generar variables aleatorias y
evaluar la incertidumbre en sistemas complejos en
diferentes campos de las ciencias®. Asi por ejemplo,
en la fisico quimica tedrica, en la mecanica cuantica
y la mecanica estadistica, donde muchos fenémenos
estan basados en modelos matematicos dificiimente
derivables, la técnica SMC es ampliamente utilizadal®.
En los ultimos afos la simulacion de Monte Carlo ha
venido aplicandose a la evaluacién de la incertidumbre
en el campo de la quimica analitica® 10" 23],

Los requisitos de la norma para la competencia técnica
de los laboratorios ISO/IEC 17025:2005!'2 establece

* Autor para correspondencia: gdelgado@unanleon.edu.ni
nhernandez@comasa.com.ni

que los laboratorios de ensayos deben evaluar
la incertidumbre en las mediciones, aplicando un
procedimiento documentado. Los laboratorios deben
presentar a sus clientes un informe de los resultados
con su incertidumbre. Muchos clientes, sobre todo los
compradores de productos de intercambio comercial
y algunas instancias publicas, se preocupan por
conocer la incertidumbre de las mediciones!™ con
el fin de evaluar la conformidad!™ o cumplimiento
con las especificaciones de un producto que ha sido
evaluado utilizando el método seleccionado para el uso
previsto!'*'9y basandose en los lineamientos de la guia
para la evaluacion y reporte del cumplimiento con la
especificacion!®l,

Los compradores de mani de exportacién establecen
sus requisitos para el contenido de aflatoxinas B1.
Compradores ingleses establecen como criterio un
contenido menor o igual a 1.5 pg/Kg. En los Estados
Unidos, al igual que la OMS, aceptan hasta 15 ug/
Kg como aflatoxinas totales (B1, B2, G1, G2)!"'l. En
el estudio que se realizd anteriormentel” se calculd
la incertidumbre en la medicion de aflatoxina B1 en
la muestra de mani de exportacién, siguiendo las
guias GUM ISO 1995 y EURACHEM/CITAC?®. Estas
directrices establecen la ley de propagacién de la
incertidumbreB4 como un método analitico para la
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evaluar la incertidumbre y son las que usualmente
implementan los laboratorios de ensayos para calcular
la incertidumbre de las mediciones. La norma ISO/IEC
17025 exige como requisito evaluar la incertidumbre y
no especifica el procedimiento a utilizar; es el laboratorio
el que debe establecer el procedimiento normalizado
para evaluar la incertidumbre.

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende
proponer la técnica de Simulacion de Monte Carlo
como una alternativa para evaluar la incertidumbre
en la determinacién de aflatoxina B1 en mani de
exportacién por HPLC-FD y aplicarla a la evaluacion
de la conformidad del producto de acuerdo con los
requisitos de los compradores. Para ello, se tomaron
los resultados del trabajo anterior!!, se elabor6é un
algoritmo para el calculo de la incertidumbre por
SMC, se programo en lenguaje Maple!'® y en hoja de
calculo Excel, y se compararon los resultados con las
especificaciones establecidas por el cliente.

2. TEORIA

Ya se ha discutido!"! que existen dos vias para evaluar
la incertidumbre en las mediciones: por métodos
analiticos aplicando la ley de la propagacién de la
incertidumbre y por métodos numéricos utilizando la
técnica de simulacién de Monte Carlo!”! que propaga las
distribuciones de las diferentes variables de entrada.
En lo que sigue se describe brevemente cada una
de estas técnicas. En la figura 1 se ilustra la ley de la
propagacion de la incertidumbre para 3 variables de
entrada. Cada variable de entrada x, es caracterizada
por su esperanza y su incertidumbre asociada u
siguiendo una funcién de densidad de probabilidad.
Esta informacion se propaga utilizando la ley de
propagacion de la incertidumbre a través del desarrollo
de la expansién de Taylor, despreciando las derivadas
mayores de segundo orden?.

X, u z
P Uxg wy = Z(%"“)

Xo s Y=£(X)
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X5 u g

X,

Figura 1. llustracion de laley de propagacién de laincertidumbre
de tres variables independientes.

En la figura 2 se ilustra la propagacién de las
distribuciones de tres variables independientes. Cada
variable de entrada esta caracterizada por una funcion
de densidad de probabilidad PDF g (<), con distribucion
normal segun la ecuacion siguiente:

ade)= e |5 (7))

Las tres PDFs g (¢ ), i=1,2,3, se propagan a través de la
simulacion de Montecarlo para obtener un mensurando
v con distribucién gaussiana y una funcion de densidad
de probabilidad g,m).
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Figura 2. llustracién de la propagacion de las distribuciones (por
la técnica Monte Carlo) para tres variables independientes.

Pueden existir diferentes distribuciones de entradas
(gaussiana, rectangular, ¢, etc.) y la PDF del mensurando
obtenida podria tener forma asimétrical.

El proceso del calculo de la incertidumbre, utilizando
la simulaciéon de Monte Carlo se puede representar en
el esquema de la figura 3, partiendo del modelo que
relaciona el mensurando con la funcién de las variables
y finalizando con el valor del mensurando y y su
incertidumbre expandida U con un factor de cobertura
k(=2) al 95.45% de probabilidad de cobertura.

Cdlculo de la
incertidumbre como

Generacidn de n Generacion de n
y=fl), Xy X,) (>100) variables ! X > Y=y1U
aleatorias de x, valores de y desviacion estindar v, =0|

Figura 3. Proceso del calculo de la incertidumbre por SMC.

Este proceso se puede resumir asi: a partir de la
generacion de una poblacién de variables aleatorias
de entradas con distribucion gaussiana, se genera
una poblacién normal del mensurando y se calcula
su incertidumbre. El principio del célculo se detalla a
continuacion.

PRINCIPIO DE LA TECNICA DE SIMULACION DE
MONTE CARLO (SMC)

La técnica de Monte Carlo esta inspirada en los juegos
de azar (poker), y se le ha denominado Monte Carlo
por la capital de Mdénaco, donde existen los famosos
casinos del Principado!®l. Esta técnica se resume en
las siguientes etapas!™:

Formulacion:

a)Se define el mensurando Y o la variable de salida.
b)Se determinan las variables de entrada X=x, x,, ..., x
que influyen en el mensurando.

c)Se deduce el modelo que relaciona Y con X, y=f(x).
Siendo j=1,2,..., m variables.

d)De acuerdo al tipo de distribucion (normal, rectangular,
etc.) se le asignan los PDFs a las variables X Normal
para el presente estudio.

m
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Propagacion de las funciones de densidad de
probabilidad (PDFs):

Para x a través del modelo f(x), para obtener la PDF
de Y.

a)Para cada variable X, Se genera una variable aleatoria
de distribucion normal a partir de un numero aleatorio
de distribucion uniforme: v =x +z u (ver anexo).

b)Se generan n valores aleatorios de la funcion y=fv,)
caracterizado por una distribucién de probabilidad
gaussiana N(y,u ) :

f1(V11, V12, <oy V1m)
y = fi(vij)
fn(vnl' UTLZ' ---'Unm)

Valores caracteristicos del mensurando:

a)Se obtiene el estimado o esperanza de Y.

b)Se obtiene la desviacion estandar de Y, se toma como
la incertidumbre estandar u asociada con y.

c)Se obtiene el intervalo de cobertura que contiene a
Y con una probabilidad especificada (probabilidad de
cobertura). En el presente estudio asumimos un factor
de cobertura k=2, admitiendo una PDF gaussiana.

EVALUACION DE LA CONFORMIDAD (EC)

Uno de los principales obstaculos técnicos al comercio
internacional son las normas técnicas que establecen
los requisitos para la adquisicion de un producto o de
un servicio. Para evitar estos obstaculos la Asociacién
Latinoamericana de Integracion (ALADI) ha suscrito un
“acuerdo de superacion a los obstaculos técnicos al
comercio”@", con el fin de crear y fortalecer los sistemas
de evaluacion de la conformidad (SEC) para viabilizar
el reconocimiento mutuo de los SEC, tomando como
base recomendaciones de organismos internacionales
especializados, tales como la ISO, el Foro Internacional
de Acreditacion (IAF) y la Cooperacion Internacional
de Acreditacién de Laboratorios (ILAC). A la vez, se
comprometen a fortalecer las estructuras de EC y a
utilizar la capacidad de los laboratorios de la region.

El principio de la evaluacion de la conformidad esta
basado en el enfoque funcional, caracterizado por
una serie de funciones que satisfacen los requisitos
especificados por el cliente: seleccion, determinacion
y revision y atestacion. Los compradores establecen
sus requisitos para la adquisicion del producto!; el
laboratorio debe seleccionar el método apropiado,
proceder a la determinacion y revisar los resultados
para proporcionar una constancia o atestacion de la
conformidad. Esto significa que el laboratorio evaluador
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de la conformidad debe garantizar que los resultados
de sus ensayos sean trazables, precisos y confiables.
El producto va acompafiado con la constancia del
laboratorio como evidencia del cumplimiento de la
conformidad o especificaciones!'® requeridas por el
cliente.

La incertidumbre expandida es un factor muy importante
en el cumplimiento de la conformidad. El nivel de
incertidumbre aceptable tiene que decidirse sobre
la base de la aptitud para su uso, y esta decision se
toma a partir de un acuerdo con el cliente™®. La guia
para la evaluacion y reporte del cumplimiento con las
especificaciones!'®, presenta los diferentes casos que
establecen los criterios (basados en la incertidumbre
expandida al 95% de nivel de confianza) para la toma
de decisiones en el cumplimiento con la conformidad
del producto.

Latabla | muestralos diferentes casos con los resultados
de los ensayos y su incertidumbre expandida frente a
los limites superior o inferior de la especificaciéon (LES
y LEI) del producto y el cumplimiento con los requisitos
del cliente.

Tabla I. Criterios de cumplimiento de los resultados de ensayos
con las especificaciones del producto y los requisitos del
cliente. Cumplimiento posible Sl o posible NO, indica decision
por acuerdo con el cliente.

Caso Resultados al 95% Requisitos* Cumplimiento
de probabilidad

1 y+U<LES <LES Si
<LES Si

2 Yy<LES<y+U <LES Posible No
<LES Posible Si

3 y=LES <LES Posible No
<LES Posible Si

4 y>LES>y-U <LES Posible No
<LES Posible No

5 y-U>LES <LES No
<LES No

6 y-U> LEI <LEI Si
<LEI Si

7 y>LEI>y-U <LEI Posible No
<LEI Posible Si

8 y=LEI <LEI Posible No
<LEI Posible Si

9 y<LEI<y+U <LEI Posible No
<LEI Posible No

10 y+U<LEI <LEI No
<LEI No

*Especificaciones del cliente



3. METODOLOGIA

Todas las mediciones fueron efectuadas con los
instrumentos calibrados con patrones de trabajo
trazables al sistema Sl y con materiales de referencia
certificados. Eldetalle delprocedimientoylas condiciones
de operacién del HPLC se encuentran en el estudio
anterior y en los documentos del laboratoriof?2!,

El equipo utilizado fue un cromatografo HPLC HP-
1050 con detector de flourescencia (FD) HP-1046A y
con un reactor quimioluminiscente post columna. Los
materiales, reactivos y solventes estan detallado en el
procedimiento dellaborotorio??. Las soluciones patrones
se prepararon a partir de soluciones de referencias
certificadas. La balanza (con resolucién + 0.01 g) y
los volumétricos utilizados estaban calibrados, con su
certificado de calibracién trazable al Sl. La variacion de
temperatura ambiental se registr6 con un termémetro
calibrado trazable al SI.

El procedimiento analitico consisti6 en preparar una
disolucion de la muestra de mani con metanol-agua, se
extrajo la aflatoxina B1 con cloroformo, se evaporo y se
redisolvid en metanol-agua, y por ultimo se efectud el
proceso cromatografico para medir el area de pico.

Por otro lado, se obtienen los cromatogramas del
blanco y de la solucién de referencia a un nivel de
concentracién de 5ug/L. Con las areas de picos vy
los variables experimentales se realizé el célculo del
mensurando con su incertidumbre asociada mediante
el modelo matematico apropiado!'l.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Procedimiento modificado para el calculo de la
incertidumbre

El procedimiento para el calculo de la incertidumbre
en la determinacién de aflatoxina B1 siguiendo la guia
GUM ISO 1995 fue ampliamente discutido en el estudio
anterior!l. En el presente trabajo se propone modificar
el procedimiento, sustituyendo el proceso que se basa
en la ley de propagacion de la incertidumbre por el de la
simulacion de Monte Carlo. El diagrama de flujo de este
procedimiento se presenta la figura 4.

Sedefineelmensurandoy seidentifican las variables que
influyen, se deduce el modelo matematico, se identifican
las fuentes de incertidumbres a través del diagrama
causa-efecto, se cuantifican las incertidumbres de tipo
A y/o B, se calcula la incertidumbre del mensurando u,
por la técnica SMC, se revisa si no hay incongruencias
para reevaluar los componentes de la incertidumbre,
se calcula la incertidumbre expandida con el factor de
cobertura k=2 al 95.45% de nivel de probabilidad y se
reporta el intervalo de cobertura con el niUmero de cifras
significativas correcto.

Aplicacion del procedimiento

La aplicacién del procedimiento modificado se efectuara
en base a los resultados del trabajo anterior!. El detalle
de las operaciones del procedimiento se presenta a
continuacion.

Calculo de las Seleccion y calculo de

INICIO Deduccion del modelo
P matemético y=fix)
Definicion del Identificacion de todos
Mensurando los componentes de la
incertidumbre
A
Identificacion de Calculo de las
variables que influyen en — incertidumbres del tipo
el mensurando AyB

i incertidumbres u_por g factor de cobertura
Simulacion Monte Carlo
Revision
Reportar Y=y+U
Si
No

Figura 4. Diagrama de flujo del procedimiento para calcular la incertidumbre por simulacion de Monte Carlo.
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Definicién del mensurando y variables que influyen

El mensurando y es el contenido de aflatoxina B1en pg/
Kg en la muestra de mani de exportacion. Las variables
que influyen en el mensurando se presentan en la tabla
I.

Tabla II: Variables que influyen en el mensurando y

Variable Especificacion (unidades)
X
Ax Area de pico de aflatoxina B1 en la solucién
muestra (LU-S)
As Area de pico de aflatoxina B1 en la solucién de
referencia (LU-S)
Cire Concentracion de aflatoxina B1 de la solucién de
referencia certificada (mg/L)
P Pureza de la aflatoxina B1 en la solucion de
referencia (P%/100)
Vo, Alicuota de la solucién de referencia certificada
(mL)
v, Volumen de dilucion con metanol para la solucion
de referencia (mL)
Vo Alicuota de la solucion de referencia diluida en
v02 (mL)
V., Volumen de agua agregado a v03 (mL)
Vs Volumen de metanol agregado a v04 (mL)
V. Volumen de “slurry” (mezcla acuosa) de harina de
muestra de mani (mL)
v, Volumen metanol agregado a Vs (mL)
vV, Volumen recolectado de la filtracion de VO (mL)
v, Volumen de salmuera al 20% agregado a V1
(mL)
v, Volumen recolectado de la filtracion de (V2+V1)
(mL)
v, Volumen de cloroformo agregado a V3 (mL)
8 Volumen de cloroformo recolectado después de
separacion (mL)
Vv, Volumen afiadido de metanol-agua (mL)
w Peso de la muestra de harina de mani (g)
R, Recuperacion (%)

Modelo matematico

El modelo matematico ha sido deducido a partir de las
etapas del procedimiento analiticol"24.,

><1000) Va(Vy + Vo) (Vo +Ve)Vs (@) 0
V5V3V1W Rc

f= (A_x>( CurcP Vo1vo3
Ag) \vg3 (Vo3 + Vo4 + Vos)

Incertidumbres de las variables del modelo
Las fuentes de incertidumbres ya se han identificado

y calculado anteriormente!. ElI diagrama causa-
efecto fue aplicado para identificar las fuentes, y los
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valores respectivos han sido calculado de acuerdo al
tipo de incertidumbre; las de tipo A se obtuvieron por
la desviacion estandar de una serie de observaciones
y las de tipo B se calcularon segun la distribucion
(normal, rectangular o triangular). El valor de las
variables y las incertidumbres se encuentran en la tabla
lll. La incertidumbre de la pureza (P=99/100=0.99)
de la solucidon de referencia no esta especificada
en el certificado. Por lo tanto se puede asumir una
incertidumbre expandida unitaria en el ultimo digito con
una distribucién rectangular, es decir uy=0.01/\/3.

Tabla Ill: Variables del mensurando y sus incertidumbres

Variable x, Valor u,
Ax 12.22328 1.47821886
As 76.09827 1.10384003
Ce 3.415 0.01443376
v, 1 0.05720036
v, 1 0.05720036
V., 10 0.02328687
V. 25 0.01709702
V,s 25 0.05640609
v, 3.5 0.14516939
v, 30 0.0539409
v, 20 0.02188784
v, 200 0.92813358
4 100 0.0369414
Vv, 1.6 0.02093419
V; 1.6 0.00585692
v, 40 0.21637327
w 33.33 0.00763763
Rc 94.78 0.050100
P, 0.99 0.0057735

*incertidumbre no especificada

Calculo de la incertidumbre u, por simulaciéon de
Monte Carlo

En la figura 3 se presentd el esquema general para el
calculo de la incertidumbre por simulacion numérica de
Monte Carlo. Se generan los valores de las variables
aleatorias queinfluyen en elmensurandoy, se introducen
en la funcién f del modelo matematico (ecuacién 1) y se
calcula el valor de y. El proceso se repite 5000 veces y
se calcula la incertidumbre como desviacién estandar.

Calculo usando Maple
El algoritmo para generar valores aleatorios del

mensurando y se puede ver en el diagrama de flujo
de la figura 5. Primero se introducen los valores de



Figura 5. Algoritmo de SMC para el calculo de la incertidumbre del mensurando u, en lenguaje Maple.

S1=0
INICIO foritondo
Jforjtom do
z[i, j]= stats[random,normal](1)
v[i, j]= x([j] +z[ij]xulj]
Entradas de variables x, y sus y[i]=ftvlij])
incertidumbres:
XXX, od
Uyttt S1=S1+¥[i]
+ od
Funcion o modelo que 52=0
relaciona las variables: —
J=X) forktondo
* 52= S2+(y[k]-S1/n)

. . )
Numero de variables del od

=19
modelo m =Sl

Mensurando y=/
Tamafio de la poblacion:
de y
n= 35000

las variables x, del modelo a través de la funcion f,
y:f(xj) donde x, son las variables experimentales que
se encuentran en la tabla Ill, j=1,2...,m, siendo m=19
variables que tiene la funcion f(ecuacion 1). Se asigna
n=5000 para generar poblaciones de valores aleatorias
v, a partir de los valores de las variables X, utilizando
el algoritmo VX, tz,u; los valores de la variable X,y su
incertidumbre uj se toman de la tabla Ill.

Cada valor aleatorio de v, se introduce en la funcion f
de la ecuacion (1) y se obtiene un valor aleatorio del
mensurando vy, donde i=1/,2,3,...,5000. Una vez
generados los 5000 valores aleatorios del mensurando
se calcula la incertidumbre u como desviacion estandar
para n grados de libertad.

Ejecutando elalgoritmo se tienenlamedia poblacional del
mensurando (y=u), la |ncert|dumbreu ylaincertidumbre
expandida U al 95.45% de nivel de probab|lldad con un
factor de cobertura £=2.

y=1.4686610230

u= 0.2255427491

U=0.4510854982
La incertidumbre estandar relativa ISR en % es:

Uy
ISR = 7 x 100 = 15.36%

El contenido de aflatoxina B1 en la muestra de mani de
exportacion para un factor de cobertura al 95% (k=2)

con el nimero de digitos significativos es el siguiente:

Y=(1.47+£0.45) ug/Kg (o ng/g)

Calculo usando Excel 2007

El principio de la simulacién es el mismo que para el
calculo realizado en Maple. Se construye la matriz que
se muestra en la tabla IV.

Tabla IV. Disefio matricial para el calculo de la incertidumbre
por SMC y resultados del calculo.

Jj=1 m=19 Mensurando Incertidumbre
X; u; X | Uy | eee| Xp U y uy
Datos-> 1.47492964 | 0.22517952
Célculos | z; Vi Zyp | vio | oo | Zim Vim Yi
i=1 Vi=xtziu; y=fovw
n=5000

En la fila Datos se introducen los valores experimentales
de las variables x. y su incertidumbre u, respectiva (tabla
Il). En cada una de las columnas z, 'se generaron las
poblaciones de valores aleatorios normalizados z (ver
figura 7 en anexo).

Para generar estos valores se seleccioné Datos en
la barra de herramientas de Excel 2007. Luego se
seleccionaron sucesivamente las casillas Analisis de
Datos y Generacion de Numeros Aleatorios. Dentro
de este procedimiento se completaron los datos
siguientes:

a)Numero de variables: 1

b)Cantidad de numeros aleatorios: 5000

c)Distribucion: normal

d)Parametros: media 0 desviacion estandar 1

e)lniciar con: 1

f)Opciones de salida-rango: se selecciond la columna z,
a partir de i=1 hasta n=5000.
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Una vez generados los valores aleatorios de la
columnas z,, se introdujo la férmula v, Xtz u en cada
columna ethuetada conv,, desde i=1 hasta 5000. En la
columna y, se introduce la formula de la funcion vy,
de la ecuacion (1) desde i=1 hasta 5000 para generar
la poblacion de los valores aleatorios del mensurando.

En las casillas correspondientes al mensurando y
se introduce la férmula PROMEDIO(...) en el rango
de la columna y, desde i=/ hasta 5000. En la casilla
correspondiente a la incertidumbre u, se introduce
formula DESVEST(...) en el rango de la misma columna
v, desde i=1 hasta 5000

Los resultados de la simulacion numérica se muestran
en las casillas correspondientes al mensurando
(y=1.47492964) y su incertidumbre (u =0.22517952) de
la tabla IV, representando la media y la incertidumbre
estandar de la poblacion. Los resultados se resumen a
continuacion:
ISR=15.27 %
Y= (1.47 £ 0.45) ug/Kg de aflatoxina Bl

Al comparar con los resultados del algoritmo ejecutado
en Maple, se puede ver que no hay diferencias
significativas. Es importante sefalar que el programa
de calculo simbdlico Maple tiene la ventaja de tener
precision ilimitadal®l.

Comparaciéon entre la técnica SMC y la ley de
propagacion de la incertidumbre

En la tabla V se retnen los resultados del calculo de
la incertidumbre realizados por la simulacién de Monte
Carlo y los obtenidos por la ley de la propagacion de la
incertidumbre de la guia GUM ISO 1995!". Se puede
observar claramente que las diferencias ocurren a partir
del tercer decimal y dado que los digitos significativos en
el valor de incertidumbre estan en los dos primeros, las
diferencias no son significativas entre los 3 métodos.

No obstante, la simulacion numérica tiene ventajas
sobre el método analitico porque no solamente evita los
calculos de derivadas parciales, sino que puede evaluar
la incertidumbre en modelos matematicos dificiimente
derivables!’23,

Tabla V. Resultados de las diferentes técnicas para el calculo
de la incertidumbre

Técnica u ng/Kg ISR % Y= (+U) ug/Kg
k=2 al 95.45%
SMC Maple 0.225543 15.36 147 £0.45
SMC Excel 0.225180 15.27 147 £0.45
GUM ISO 1995 0.224632 15.23 147 £045
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Evaluacién de la conformidad

Ya se ha discutido que los valores maximos tolerados
de la aflatoxina B1 varian segun el pais!, o del uso
que se le vaya a dar al producto!'”l. La conformidad del
mani de exportacién para consumo humano directo
demandado por compradores de Inglaterra establece un
valor limite de especificacion superior (LES) 1.5 pg/Kg.
El reglamento europeo® estipula que para alimentos
de consumo humano directo el valor maximo (LES) de
aflatoxina B1 permisible es de 2 pg/Kg.

Para evaluar la conformidad se sigui6 el esquema del
diagrama de flujo de la figura 6, basado en el enfoque
funcional de la evaluacién de la conformidad establecido
en la norma ISO 1700004,

Dependiendo de las especificaciones requeridas por
los clientes, para el presente estudio, se dividen dos
tipos 1) para LES=1.5 ug/Kg y 2) para LES=2 pg/Kg.
El método seleccionado acordado con el cliente es
el de Cromatografia Liquida de Alto Desempefio con
Detector de Fluorescencia (HPLC-FD). Este método
presenta las siguientes caracteristicas, tomadas de los
datos de validacion®?®, una linealidad de 99.96% en el
rango de concentraciones de 0.7 a 5 pug/kg y un limite
de deteccion (LD) de 0.1 pg/Kg.

Basada en esta informacién y de acuerdo a los
requisitos del cliente se verificé que el método es apto
para el uso previsto y se procedié a la realizacién
del ensayo para evaluar la incertidumbre utilizando
la simulacién de Monte Carlo. Los resultados arrojan
que la incertidumbre estandar es u =0.225 ug/Kg con
un valor del mensurando o contenido de aflatoxina B1
en la muestra de Y=(1.47+0.45) pg/Kg. Se revisaron
los resultados y se compard con los requisitos de los
compradores para finalmente confirmar el cumplimiento
con la conformidad del producto de acuerdo a las
especificaciones de los clientes.

El cumplimiento con las especificaciones se puede ver
en la tabla VI. Segun los resultados, caso 1, el mani
cumple con los requisitos de las especificaciones del
comprador que exige un contenido maximo de 2 ug/
Kg de aflatoxina B1; no obstante, el cumplimiento de
la conformidad del producto para el cliente del caso 3
debe ser acordado con el cliente.

Tabla VI. Evaluaciéon de la conformidad del mani para
aflatoxina B1.

Caso Resultados Requisito (LES) Cumplimiento
1 y+U=1.92<LES <2.0 S1
3 y=1.47=LES <15 SI, acordado




CLIENTE
Requisitos: y<LES:

LES: 1) 1.5 ug/Kg
2) 2 mg/Kg

Método
HPLC-FD
acordado con
cliente

Datos de validacion:
LD, Linealidad y
rango

\/r\

v

Determinacion:
Calculo de

u,=0.225
y=1.469
U=0.45

incertidumbre () = Y=(1.4740.45) ug/Kg
por SMC
Comparacién con LES: Confil?)rzfdad-'
1) y+U<LES L -
)2))/ y=LES - 2) Si, acordado

Figura 6: Enfoque funcional de la evaluacién de la conformidad del mani de exportacion.

En un articulo reciente?” se propone tomar en cuenta el
limite de deteccidn (LD) en los limites de especificacion
del producto. ElI cumplimiento de la conformidad se
convierte en Y<(LES+LD). Para el presente estudio el
limite de deteccion del método es 0.1 ug/Kg.

De acuerdo a los criterios del cumplimiento de la
especificacion presentados en la tabla |, los requisitos
son: Y<(2.0-0.1)=1.9 caso 2y ¥Y<(1.5-0.1)=1.4 caso 4. En
ambos casos se deduce que la conformidad del producto
debera ser acordado con el cliente. Si se reduce el nivel
de probabilidad de la incertidumbre expandida, el no-
cumplimiento es posible. Esta propuesta no ha sido aun
integrada en los criterios de la ILAC.

5. CONCLUSIONES

Se pudo demostrar que la simulacidon numérica de
Monte Carlo es una técnica sencilla para evaluar la
incertidumbre en la determinacion del contenido de
aflatoxina B1 por la técnica de HPLC-FD en una muestra
de mani de exportacion. El procedimiento general GUM
ISO-EURACHEM fue modificado, sustituyendo la ley
de propagacion de la incertidumbre por la simulacion
numeérica.

Se diseid el algoritmo y se elabord el programa en
lenguaje Maple, generando valores aleatorios de las
variables del modelo matematico. Luego se generd una
poblacién de la funcién que relaciona las variables y
finalmente se calculé la media y la incertidumbre de la
funcion como desviacion estandar.

El contenido de aflatoxina B1 encontrado fue de
Y=(1.47+0.45) ug/Kg para un factor de cobertura de
2 al 95.45% de nivel de confianza. La simulacion fue
realizada también en hojade calculo Excel, obteniéndose
los mismos resultados. Se demostré que esta técnica
no difiere de la utilizada en el procedimiento GUM ISO
1995.

La incertidumbre expandida fue utilizada para la
evaluacion de la conformidad del mani que se exporta,
siguiendo los criterios establecidos para el cumplimiento
de las especificaciones del cliente de acuerdo a la guia
de la Cooperaciéon Internacional de Acreditacion de
Laboratorios (ILAC). Las especificaciones del producto
cumple con los requisitos, 1.5 ug/Kg para compradores
de Inglaterra y 2 ug/Kg para la comunidad europea.

Si se toma en cuenta el limite de deteccion en el
limite superior de la especificacion y se reduce el
nivel de confianza en la incertidumbre expandida, el
no cumplimiento es probable para ambos casos. Es
importante destacar, que en el presente estudio no se
tomé en cuenta la heterogeneidad de la muestra. En
un mismo lote pueden existir grandes variaciones en el
contenido de aflatoxinas.
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8. ANEXO

Generacion de una variable aleatoria por simulacién
de Monte Carlo

Estatécnica consiste en generarn (>1000, generalmente
5000) variables aleatorias y se calcula la incertidumbre
como desviacion estandar!”®l. La técnica se puede dividir
en tres etapas: generacion de un numero aleatorio,
transformacion a un valor con distribucién normal y
generacion de la variable aleatoria.

Generacion de un numero aleatorio

Los numeros aleatorios tienen una distribucién uniforme,
es decir rectangular, tal que P (0< R < 1)=constantel”.
Los numeros aleatorios (0 pseudoaletorios) pueden
ser generados por diferentes técnicas[9]: congruencial
lineal (LCG), Lagged-Fibonacci (ALFG), Shift-Register
(SRGs), congruencial inversivo (ICG). EI método LCG
es el mas utilizado por los compiladores C, lenguajes
de programacion como el FORTRANI, cuyo algoritmo

esta basado en el siguiente principio: x =ax _-b(mod
N); N es entero muy grande (mod 2), a y b son enteros
positivos seleccionados apropiadamente para obtener
un buen generador; se inicia con un valor semilla x, que
pertenece al conjunto C={0,1,2,...,(n-1)}; se construye la
secuenciay, y, y,...,donde y =x/N. De esta manera se
generan numeros aleatorios R en el intervalo /0,1).

Las calculadoras cientificas disponen de esta subrutina
y facilmente se pueden obtener numeros aleatorios.
El calculo se puede efectuar con Excel®??, aplicando la
funcién Aleatorio() o con la Distribucién Uniforme en la
casilla de Analisis de Datos. En Maple!'® se utiliza la
funcién rand().

Transformacién de un numero aleatorio R en la
desviacion z de la distribucién normal

Para convertir un nimero aleatorio R de distribucién
uniforme en un valor normalizado z, se puede hacer a
través de las probabilidades acumulativas (CP) de la
distribucién normal®. El principio de la transformacion
se esquematiza en la figura 7.

) 05 1 0 0.5
R f
Figura 7. Para un numero R aleatorio con distribucion rectangular
corresponde un valor de probabilidad acumulada CP, la cual se
transforma en la desviacién z de la distribucién normal. z es una
funcién polinomial del logaritmo de CP".

La transformacion de R en z se puede también realizar
utilizando el algoritmo de Box-Muller™' generando 2
numeros aleatorios para cada valor de z:

z, = cos 2mR,\/—21In R,
z, = sen2wR, \/—21In Ry

El valor de z a partir de R puede ser obtenido en Excel
con Distribucién Normal en la casilla de Andlisis de Datos
y en Maple con la subrutina stats [random,normald]().
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INICIO Se -mlde X;0s¢ c‘alcula a P Se generan nn (>100) variables v,
1 partir del promedio de una !

A

serie de observaciones L

Se genera R Se estima la incertidumbre
u  detipo AoB

Se calcula la incertidumbre
estandar u =o,

v

v.=x.tz u.
Se transforma Renz | — [/
v,= x+ zu_

x

FIN

Figura 8. Algoritmo para generar una variable aleatoria y céalculo de la incertidumbre.

Generacion de la variable aleatoria y calculo de la
incertidumbre

Una vez generado el valor z a partir de R se genera una
variable aleatoria v.. La operacion se repite hasta generar
n variables aleatorias y se determina su incertidumbre.
En el diagrama de flujo de la figura 8 se presenta el
principio del algoritmo.

El calculo de la variable v, se puede efectuar en Excel®.
Se obtiene a partir de la Distribuciéon Normal en la casilla
Analisis de Datos, se le asigna el valor a la variable
medida X, 0 el promedio X y suincertidumbre u. Luego
se generan 5000 valores v, y se calcula la incertidumbre
como desviacion estandar para n grados de libertad.

En Maple se pueden generar facilmente 5000 variables

aleatorias y evaluar la incertidumbre, utilizando el
algoritmo de la figura 9.
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S1=0
n=5000
foritondo
z[i]= stats[random,normald]()
v[i]=x+z[iJu
S1=S1+v[i]
od
8§2=0
forjtondo 5
8§2=82+(v[j]-S1/n)

172
u=(82/n)

Figura 9. Algoritmo SMC en Maple para estimar la incertidumbre de
una variable aleatoria.





