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RESUMEN

El presente trabajo tiene como principal objetivo estimar la incertidumbre en la determinacién de aflatoxina B1 en una muestra de mani de
exportacion por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio con Detector de Fluorescencia (HPLC-FD). El calculo se baso en el procedimiento
general establecido en las guias para la expresion de la incertidumbre GUM ISO 1995 y EURACHEM/CITAC. Se identificaron 18 variables
del modelo matematico que influyen en la incertidumbre del contenido de aflatoxina B1 en la muestra de mani. El valor de la incertidumbre
combinada, calculada por la ley de propagacion de la incertidumbre, fue de 0.224632 y el contenido de aflatoxina B1 fue de 1.47ng/g. Se
evaluaron los indices de contribucion de cada variable a la incertidumbre combinada y se demostro a través del diagrama de Pareto, que
solamente cinco variables son las que influyen significativamente en la incertidumbre de los resultados, calculandose un valor de 0.223492.
El intervalo de confianza para una muestra de mani fue (1.47 + 0.45)ng/g para un factor de cobertura de 2 al 95.45% de nivel de confianza.
La incertidumbre estandar relativa, calculada con la maxima precisién, fue de 15%, siendo aceptable a los niveles de concentracion del

presente estudio.

Palabras claves: incertidumbre estandar relativa, aflatoxina B1 por HPLC en mani, coeficiente de sensibilidad, Maple.

1. INTRODUCCION

La presencia de aflatoxinas B1, B2, G1y G2 en cereales
se debe a las micotoxinas producidas por el hongo
aspergillus flavus!'l. Se dice que todas estas micotoxinas
son peligrosas para la salud. Se ha demostrado que la
aflatoxina B1 produce cancer en el higado?. Cuando
el mani no es almacenado en condiciones ambientales
apropiadas (mucha humedad y altas temperaturas)! se
favorece el crecimiento de los hongos.

El nivel de exigencia del contenido de aflatoxinas en
mani como alimento es muy variado, segun el pais.
La FAO/OMS establece hasta 15 ug/Kg (o ng/g) de
aflatoxinas totales®. Compradores de mani de paises
europeos como Inglaterra, exigen que la concentracion
maxima tolerable (CMT) de aflaxotina B1 no debe ser
mayor de 1.5 ng/g y el CMT de aflatoxinas totales no
debe ser mayor que 3 ng/g.

El producto debe ir acompanado de un certificado de
analisis de un laboratorio que tenga la competencia
técnica pararealizarelensayobasadoenlas normas SO/
IEC 17025:2005 y que esté acreditado por un organismo
nacional de acreditacion. Los resultados deben cumplir
con los parametros de calidad: trazabilidad, precisiony
confiabilidad.

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

De esta manera, el producto lleva el informe de la
conformidad, declarando el valor del mensurando
(concentracion de aflatoxina B1), su incertidumbre
asociada y un nivel de confiabilidad especificado. Los
compradores disponen de una guia donde se describe
el método que tienen que cumplir los laboratorios de
ensayos para declarar los resultados y la evaluacion
del cumplimiento con la especificacion del producto
dentro de los limites establecidos*® en los acuerdos
comerciales. Estos limites requieren que cadalaboratorio
de ensayo disponga de un procedimiento documentado
para evaluar la incertidumbre!®'% en los resultados de la
medicion del mensurando.

Para garantizar la calidad del mani que la empresa
agroindustrial Comercializadora del Mani S. A.
(COMASA) exporta a Estados Unidos e Inglaterra, el
Laboratorio de Servicios Agroindustriales (SER-AGRO,
S.A.) ha implantado el Sistema de la Calidad basado
en la norma ISO/IEC 17025:2005"", y ha acreditado el
ensayo para la determinacion de aflatoxinas (B1, B2,
G1y G2) por Cromatografia Liquida de Alto Desempeiio
(HPLC) ante la Oficina Nacional de Acreditacion ONA-
MIFICI2,

La evaluacion de la conformidad del producto que el
laboratorio extiende debe reflejar los parametros de
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calidad de los resultados, es decir el contenido de
aflatoxinas en pg/Kg con su incertidumbre asociada
(exactitud, precision y confiabilidad).

En el presente estudio se pretende presentar la
metodologia utilizada para estimar la incertidumbre en
la determinacion de la concentracion de aflatoxina B1
en el mani de exportacion, de acuerdo a los requisitos
de la norma ISO/IEC 17025:2005 (numeral 5.4.6)"",
siguiendo las directrices generales de las guias GUM ISO
19951y EURACHEM®, utilizando como herramienta de
calculo el programa de célculo simbdlico MAPLE!3!,

2. TEORIA

En trabajos anteriores se explico el principio del calculo
de la incertidumbre combinadal'?, aplicando la ley de la
propagacion de la incertidumbrel®'419, Existe también
otro método para estimar la incertidumbre, la cual se
basa en la Simulacién de Monte Carlo (SMC)!"¢-'8l, Esto
significa que la estimacion de la incertidumbre se puede
calcular por dos vias, tal a como lo muestra la figura 1.

En el presente estudio se utilizd la primera via, la
aplicacion de la ley de propagacioén de la incertidumbre.
El principio del célculo basada en el enfoque de proceso
es el siguiente. Las variables de entrada son x, x,, ..x,
relacionadas a través de la funcion f, la variable de
salida es y con su incertidumbre asociada U, siendo
U=k><uy.

Donde k es igual a 2 para un nivel de confianza del
95.45% y u, es laincertidumbre combinada calculada por
la expresion de propagacion de la incertidumbrel0.14.19]
representada en la ecuacion (1).

INICIO >

Identificacion de todos los
componentes de la
incertidumbre: ISHIKAWA

Ley de propagacién de la incertidumbre. GUM 1995

/u Z(

y= f(xlaxza X;)
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Generaqon de Se calcula
variables aleatorias ———® promedio de > 100 ———»
de x; valores de y

Se calculan la
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estandar de y

Simulacion de Monte Carlo SMC

Figura 1. Estimacion de la incertidumbre del mensurando y a
través de dos vias: ley de propagacion de la incertidumbre y
por Simulacién de Monte Carlo.
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El procedimiento para estimar la incertidumbre es el
utilizado en trabajos anteriores!'?. Este procedimiento
se presenta en el diagrama de flujo de la figura 2.

Se define el mensurando, se deriva el modelo
matematico, se identifican las fuentes de incertidumbres
(las de tipoA, obtenidas a partir de la desviacion estandar
de una serie de observaciones y las de tipo B, obtenidas
a partir de las distribuciones normal, rectangular o
triangular®?), se cuantifican las incertidumbres, se
calculan los coeficientes de sensibilidad, se hace un
presupuesto de las incertidumbres, se combinan las
incertidumbres a través de la ley de la propagacion de
la incertidumbre, se revisa si no hay incongruencias

Presupuesto de > Seleccion y calculo de
incertidumbres factor de cobertura
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mensurando y variables de sensibilidad
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Figura 2: Diagrama de flujo representando el procedimiento para la estimaciéon de la incertidumbre en un proceso de

medicion.
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para reevaluar los componentes de la incertidumbre,
se selecciona el factor de cobertura, se evalla la
incertidumbre expandida y se reporta el intervalo
de confianza con el numero de cifras significativas
correcto.

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. El detalle del procedimiento y las
condiciones de operacion del HPLC se encuentran en
los documentos del laboratoriol™,

Equipos, materiales y reactivos

El equipo utilizado es un cromatografo HPLC HP-
1050 con detector de flourescencia (FD) HP-1046A y
con un reactor quimioluminiscente post columna para
la reaccion fotoquimica con UV de las aflaxotinas B1
y G1. Acoplado a un computador con el programa
ChemStation Agilent para el registro y tratamiento de
las sefales.

Los materiales, reactivos y solventes estan detallado
en el procedimiento del laborotorio!'®. Las soluciones
patrones se prepararon a partir de soluciones de
referencias certificadas. La balanza (con resolucion +
0.01g) y los volumétricos utilizados estaban calibrados,
con su certificado de calibracion trazable al Sl. La
variacion de temperatura ambiental se registré con un
termémetro calibrado trazable al Sl.

Procedimiento

Preparacién y medicion del area de pico de la solucién
de referencia: Se tomé una alicuota de 1 mL de la
solucién de referencia certificada de aflatoxina B1 de
concentracion C,, = (3.415£0.025) mg/L y se diluyo
a 10 mL Se preparé exactamente una mezcla de 25
mL de agua y 25 mL de metanol y se le anadié 1 mL
de la solucion de referencia diluida. Se homogenizé
y se inyectaron 30 pL al HPLC, obteniéndose el
cromatograma y registrandose el area de pico.

Procedimiento para la determinacion de la aflatoxina
B1

Se prepararon 100 mL de una mezcla acuosa de harina
de mani al 33.33%. Se anadieron 200 mL metanol.
La mezcla resultante fue homogenizada. Se filtr, se
recolectaron 30 mLy se le afiadieron 20 mL de salmuera
al 20%. Después de mezclar se tomaron 40 mL y se

afiadieron 3.5 mL de cloroformo y luego se agité. Se
separd la capa organica de la acuosa. Se tomdé una
alicuota de 1.6 mL de la capa cloroférmica y se llevd
sequedad con nitrodgeno. Se restituyd el mismo volumen
con metanol-agua al 80:20. La solucion fue inyectada
al HPLC y se realiz6 el proceso cromatografico,
midiendose el area de pico de acuerdo al procedimiento
del laboratoriof'l.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que a continuacién se presentan siguen
el procedimiento descrito en el flujogramal'® de la figura
2, basado en la guia GUM ISO 19956y la EURACHEM/
CITACH!,

Definiciéon del mensurando e identificacion de las
variables que influyen en el mensurando

El mensurando definido para este trabajo es el contenido
de aflatoxina B1 en mani de exportaciéon simbolizado
por la letra y en unidades de ng/g. De acuerdo al
procedimiento descrito en la metodologia?¥, las
variables que influyen en el mensurando se resumen en
cuatro partes: a) las mediciones de las areas de pico de
los cromatogramas correspondientes a la aflatoxina B1
de la solucion muestra y la de la solucién de referencia
diluida; b) la concentracion de la aflatoxina B1 en la
solucién de referencia, su pureza y sus factores de
dilucién; c) el peso de la muestra y los factores de
dilucién; d) el porcentaje de recuperacion. En la tabla
1 se especifican las variables con sus valores y la
simbologia utilizada.

Modelo matematico

En la ecuacion (2) se presenta el modelo matematico
deducido del proceso analitico, para medir la
concentracion (en ng/g) de aflatoxina B1 en una muestra
de mani de exportacion, designada por la funcion f; la
cual relaciona las variables de la tabla 1, incluyendo la
exactitud del método representada por el porcentaje de
recuperacion (Rc), y obtenido a partir de los datos de
validacion y del control de calidad del método 12022,

f:(éj[%%xmooj[w +TG)(%+K)K][100] 2
A )\ Voo (Vo +Vou + Vi) VJViw R

c
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Tabla I: Variables que influyen en el mensurando y.

Variable X, Especificacion (unidades)

A =12.2233 Area de pico de aflatoxina B1 en la solucién muestra (LU-S)

A.=76.0983 Area de pico de aflatoxina B1 en la solucién de referencia (LU-S)

Cpe=3-415%0.025 Concentracion de aflatoxina B1 de la solucion de referencia certificada (mg/L)

P=99/100 Pureza de la aflatoxina B1 en la solucion de referencia (P%/100)
v, =1 Alicuota de la solucion de referencia certificada (mL)
v,=10 Volumen de dilucidon con metanol para la solucion de referencia (mL)
v, =1 Alicuota de la solucion de referencia diluida en v,, (mL)
v, =25 Volumen de agua agregado a v, (mL)
V=23 Volumen de metanol agregado a v, (mL)
V=100 Volumen de “slurry” (mezcla acuosa) de harina de muestra de mani (mL)
V,=200 Volumen metanol agregado a 7, (mL)
V,=30 Volumen recolectado de la filtracion de 7, (mL)
V,=20 Volumen de salmuera al 20% agregado a 7, (mL)
V,=40 Volumen recolectado de la filtracion de V,+V, (mL)
V=35 Volumen de cloroformo agregado a ¥, (mL)
V=16 Volumen de cloroformo recolectado después de separacioén (mL)
V=16 Volumen anadido de metanol-agua (mL)

w=33.33 Peso de la muestra de harina de mani (g)

R =94.78 Recuperacion (%)

Identificacion de los
incertidumbre

componentes de Ila

Los componentes de las incertidumbres para cada
variable del modelo se muestran en el diagrama causa-
efecto de la figura 3.

Las variables se encuentran agrupadas en las cuatro
partes de la ecuacion 2: las lecturas de las areas de
pico de la muestra y de la solucion de referencia,
la concentracién de la solucién de referencia y sus

Lecturas del equipo

Deriva .
Deriva

Areas As
Areas Ax
Repetibilidad Ruido
Ruido Repetibilidad

Repetibilidad

diluciones, el peso de la muestra de mani y sus
diluciones, y la recuperacion.

Cuantificacion de los
incertidumbre

componentes de la

A continuacion se presentan los calculos de las
incertidumbres de las variables del modelo. La
incertidumbre de la pureza no esta declarada en el
certificado. Por tanto se asume como una constante.

Recuperacion

Temperatura ambiental

Volumenes de dilucién Vi

U fabricante

Volumenes de alicuota Calibracién

MRC

Certificado pyreza

Solucioén de referencia

Temperatura ambiental

Volumenes de diluciéon Vi

U fabricante

Diluciones de muestra

T

Calibracion Peso de muestra

Calibracion de balanza

Figura 3. Diagrama causa-efecto para componentes de la incertidumbre en la medicién del area de la figura geométrica del

anexo.
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a) Incertidumbre en las mediciones de las areas de
pico del estandar y muestra u

Para calcular la incertidumbre de las mediciones
en las areas de pico es necesario tener en cuenta
tres componentes de precision intermedia?! (o
reproducibilidad dentro del laboratorio): las lecturas
del &rea de pico cromatografico, las del ruido y las
de la deriva. El célculo de la incertidumbre se realiza
utilizando la ecuacion (3).

S2 S2 S2

A Ru d

1, = [ ke 2d 6
n, ny n,

Donde:

* u,eslaincertidumbre del area de pico de la solucion
de referencia o estandar de aflatoxina B1 (4s) y la
de la muestra de referencia interna cuya matriz es
similar a la muestras de rutinal®? (A );

+ s/es la desviacion estandar de las areas de picos,
leidas en condiciones de precision intermedia
(n,=5 mediciones realizadas diariamente durante 7
meses, por 3 analistas diferentes);

+ s, es la desviacion estandar del ruido (tomando la
senal del ruido de pico a pico usando la técnica
ASTM a intervalos cortos de tiempo?®), calculada
con una lectura diaria (n,=1) durante 7 meses y
realizada por 3 analistas diferentes;

+ s/ es la desviacion estandar de la deriva calculada
con una lectura diaria (n,=1) durante 7 meses y
realizada por 3 analistas diferentes.

Los resultados se resumen en la tabla Il.

Tabla Il. Deviaciones estandar?/l e incertidumbres de areas de pico de
la solucion de referencia y la muestra™.

Ai SA SRIA S(I uAI
A, 1.251(5)  0.106(1)  0.9469(1)  1.1038
A, 2.529(5)  0.106(1)  0.9469(1)  1.4782

(*)El numero entre paréntesis indica el nimero de lecturas diarias n,.
b) Incertidumbre en las medidas de volumen u

La incertidumbre en la mediciéon de volumen a partir de
volumétricos calibrados, se calcula tomando en cuenta
tres componentes: la desviacion estandar de calibracion,
la incertidumbre del fabricante y la incertidumbre debido
al efecto que tiene la variacion de la temperatura
ambiental sobre la expansién de los liquidos®. La
ecuacion para el calculo de u,, es la siguiente:

2 2 2
Vo, At
_ \/S_r+a_+u

u, (4)

i

n 6 12

Donde:

* s es la desviacion estandar de repetibilidad de
calibracion del volumétrico en mL (distribucion ¢)
calculada para n=10 réplicas,

» aeslatolerancia en mL del volumétrico establecida
por el fabricante (distribucion triangular)®,

+ Ves el volumen en mL medido con el volumétrico,

* o, es el coeficiente de expansion del liquido en
1/°Cl23),

* At es la variacibn maxima de la temperatura
ambiental en °C (distribucién rectangular)®.

Los resultados del calculo de las incertidumbres de los
diferentes volumétricos se pueden ver en la tabla Ill.

Tabla lll. Tabla de incertidumbres para los diferentes volumétricos y coeficientes de expansion de los solventes utilizados. La

variacién de temperatura del ambiente fue de 22°C a 28°C.

Variable V. (mL) a (mL) S (mL) a, /°c u, (ml) Solvente!*/
V,, 10.00 0.02 0.0002957 0.001259 0.0232869 Metanol (MeOH)
V,s 25.00 0.03 0.0077214 0.001259 0.0564061 MeOH
V,, 25.00 0.03 0.0077214 0.000210 0.0170970 agua
Vv, 1.60 0.05 0.0037274 0.000735 0.0205475 MeOH/Agua
v, 1.60 0.01 0.0022784 0.001273 0.0058569 Cloroformo
v, 3.50 0.02 0.1447340 0.001273 0.1451694 Cloroformo
v, 40.0 0.5 0.0480084 0.000770 0.2141368 MeOH/Agua/salm
v, 20.00 0.02 0.0143783 0.000414 0.0218878 Salmuera 20%
v, 30.00 0.03 0.0077214 0.001000 0.0539409 MeOH/Agua
v, 200 2 0.0674949 0.001259 0.9281336 MeOH
Vs 1.00 0.14 0.0006779 0.001259 0.0572004 MeOH
v, 1.00 0.14 0.0006779 0.001259 0.0572004 MeOH
V. 100.00 0.01 0.0050000 0.000210 0.0369414 Agua
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¢) Incertidumbre de la concentracion de la soluciéon
de referencia certificada uC, .

La incertidumbre de la concentracion de la solucién de
referencia certificada se calcula a partir del intervalo
de confianza declarado en el certificado. Como no se
especifica la forma en que se evalud la incertidumbre
asociada, se asume entonces que sigue una distribucion
rectangular®, dado que sélo se conocen los valores
extremos.

El certificado declara que la concentracién de la solucién
de aflatoxina B1 es:

(3.415+0.025) mg/L

La incertidumbre estandar de la concentracion de la
solucion de referencia se obtiene dividiendo 0.025 entre
la raiz cuadrada de 3:

uC,,.=0.014338 mg/L.

d) Incertidumbre en el peso de la muestra de mani
u,

La incertidumbre en el peso de la muestra de mani se
calcul6 a partir de los datos del certificado de calibracion
de la balanza utilizada en el ensayo.

La resolucion (R) especificada por el fabricante es
de 0.01g y la variacion maxima de la linealidad es
de +0.008. Como las pesadas fueron realizadas por
diferencia, ajustando el cero del recipiente de pesada,
la incertidumbre de la linealidad debe multiplicarse por
201,

La ecuacién (5) es la formula para calcular la
incertidumbre en la pesada de la muestra de mani.

u2 u2
u, =,2--+t+-2£ 5
w 3 1 &)
Donde:
* u; es la incertidumbre de la linealidad de
calibracion

* u;, es la incertidumbre debido a la resolucion
especificada por el fabricante.

La resolucion y la linealidad siguen una distribucién
rectangular. Aplicando la ecuacion (5) se obtiene el
valor de la incertidumbre en la pesada:

u, =0.0071414 g
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Incertidumbre en el porcentaje de recuperacién uRc

La incertidumbre en el porcentaje de recuperacion se
calculd a partir de una serie de 6 ensayos realizados a
una muestra de referencia interna durante 6 meses (un
ensayo por mes). Ladesviacion estandar (porciento/100)
de la serie de datos es igual a 0.13. La incertidumbre
estandar esta dada por:

u, =s, /N6=0.13
Balance o presupuesto de las incertidumbres

Para completar la tabla que muestra el presupuesto
de las incertidumbres y el indice de contribucion de
cada variable a la incertidumbre combinadal®'®'9 es
necesario calcular los coeficientes de sensibilidad c .

Estos coeficientes se calculan a partir de la derivada
parcial de la funcién del modelo f con respecto a cada
una de las variables x, representadas en la ecuacion
(2). Para el calculo de estos coeficientes se utilizd el
programa de calculo simbdlico MAPLE 11131,

e, =9 (©6)

Calculo de los coeficientes de sensibilidad c :

Tal a como se discutié en un trabajo anterior!'®, cuando
las funciones son complejas el calculo simbdlico Maple
11 simplifica el tiempo de calculo. Ademas la precision
es ilimitada y no utiliza redondeos.

Esto es muy importante en el calculo de las
incertidumbres, los redondeos intermediarios pueden
provocar grandes imprecisiones en el resultado final.

El redondeo y el nimero de cifras significativas deben
aplicarse al resultado final. A continuacion se detalla
el calculo para encontrar el coeficiente de sensibilidad
de la variable Ax (area del pico cromatografico de la
aflatoxina B1 en la muestra).



Se escribe la funcion 1 en el lenguaje simbdlico de Maple:

* D%k *
[ Ax ) [ CMRC*P*v01*v03 %100
As ) \v02*(v03+v04+v05)

0]*[V4*(V1+V2)*(V0+Vs)*V6j*(1oo}

V5*V3*V1*w Re

La derivada de la funcion f'con respecto a 4 se escribe de la siguiente manera:

print(cy,: =

El resultado que se obtiene es el siguiente:

a
75—

an

_ 100000 CMRC P v01 v03 V4 V1+Vv2)(VO+Vs)V6

cAx =

v02 (v03 + v04 + v05)V5V3 V1w As Rc

De la misma manera se evaluaron los coeficientes de
sensibilidad para cada una de las variables del modelo,
excepto para el parametro P, que se ha tomado como
constante, por no conocer su incertidumbre.

Asignando los valores a cada una de las variables
que se obtienen a partir de la tabla I, se tienen los
resultados numéricos de c . La tabla IV muestra el
presupuesto de las incertidumbres, donde se pueden
ver las diferentes variables x, las incertidumbres, los
coeficientes de sensibilidad correspondientes, el valor
absoluto del producto del coeficiente de sensibilidad
por la incertidumbre de x, y, por ultimo, el cuadrado del
producto de los coeficientes por las incertidumbres.

Calculo de la incertidumbre u_

Para calcular la incertidumbre en la determinacién de
aflatoxina B1 en una muestra de mani de exportacion,
se aplica la ley de propagaciéon de la incertidumbre
(ecuacion 1) al modelo matematico representado en
la ecuacion (2); si se admite que no existen variables
correlacionadas la expresion es la siguiente:

Uy = ,IZ(Cxi X Uy;)? )

TABLA IV. Presupuesto de las incertidumbres en la medicién del contenido de aflatoxina B1 en mani de exportacion.

Variable x, Valor c, u, | c xu, | (c,xu,)’
Ax 12.22328 0.12063349 1.47821886 0.1783227 0.03179899
As 76.09827 -0.01937675 1.10384003 0.02138883 0.00045748

C e 3.415 0.43178241 0.01443376 0.00623224 3.8841x10°
Vo 1 1.47453693 0.05720036 0.08434405 0.00711392
Vs 1 1.44562444 0.05720036 0.08269024 0.00683768
v, 10 -0.14745369 0.02328687 0.00343374 1.1791x10°
Vo 25 -0.02891249 0.01709702 0.00049432 2.4435 x107
Vs 25 -0.02891249 0.05640609 0.00163084 2.6596 x10°
v, 3.5 0.42129627 0.14516939 0.06115932 0.00374046
Vv, 30 -0.01966049 0.0539409 0.0010605 1.1247 x10°
v, 20 0.02949074 0.02188784 0.00064549 4.1666 x107
v, 200 0.00491512 0.92813358 0.00456189 2.0811 x10°
Vv, 100 0.00491512 0.0369414 0.00018157 3.2968 x10¢
Vv, 1.6 0.92158558 0.02093419 0.01929265 0.00037221
v, 1.6 -0.92158558 0.00585692 0.00539765 2.9135x10°
v, 40 -0.03686342 0.21637327 0.00797626 6.3621 x10°
w 33.33 -0.04423655 0.00763763 0.00033786 1.1415 x107
R 94.78 -0.01555747 0.05 0.00077787 6.0509 x107
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El calculo se vuelve simple si se suma la ultima columna
de la tabla IV y se extrae la raiz cuadrada. De esta
manera se tiene el siguiente valor:

u, =V0.05045943 = 0.224632

La incertidumbre estandar relativa como porcentaje
(ISR%) puede calcularse segun la expresion siguiente:

u
ISR% = 7y x 100

Donde y=f y se obtiene sustituyendo el valor de las
variables en el modelo matematico de la ecuacioén (2).
De esta forma la ISR% es:

0.224632

0= —
I5R% 1.4745369

x 100 = 15.2%

Si se toma en cuenta que a niveles de trazas las
precisiones pueden alcanzar hasta el 20% de
incertidumbres relativas®?®, se puede afirmar que los
nivelesde precisionenelpresentetrabajosonaceptables.
No obstante, se hace necesario realizar un analisis de
las contribuciones de cada una de los componentes
de la incertidumbre para ver la factibilidad de reducir la
incertidumbre estandar relativa. El diagrama de Pareto
con una significancia 90:10"%, es de gran utilidad para
actuar sobre las variables que tienen mayor influencia
en la incertidumbre del mensurando.

indice de contribucion de los componentes de la
incertidumbre y diagrama de Pareto

La contribucion de cada variable a la incertidumbre del
contenido de aflatoxina B1 en la muestra se evalla
con el indice de contribucidon expresado en porcentaje
segun la ecuacion siguiente:

cxiuxi

Ind% = (100) ®)

C.U

xi xi

Esta ecuacion es mas rigurosa que la utilizada en
trabajos anteriores!'”’; tiene mayor precision en el
célculo del indice de contribucién para establecer
los criterios de las variables que mas influyen en la
incertidumbre del mensurando y. Es equivalente al
indice de contribucién establecido en la guia de la
expresion de la incertidumbre de la EURACHEME!, Los
resultados del calculo realizado con la ecuacion (5) se

presentan en la tabla V.

En esta tabla se presentan también los resultados de
los indices acumulativos (Ind Acum). A partir de los
datos de esta tabla se construye el Diagrama de Pareto
representado en la figura 4.
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Tabla V. Indice de contribucién de los componentes de la
incertidumbre de los resultados del contenido de aflatoxina
B1 en mani.

Variable Ind % Ind,,
A, 37.2 37.2
Vy, 17.6 54.7
V, 17.2 72
v, 12.7 84.7
A, 4.5 89.2
v, 4 93.2
v, 1.7 94.8
c, 1.3 96.1
v, 1.1 97.3
v, 1 98.2
v, 0.7 98.9
Vs 0.3 99.3
v, 0.2 99.5
R, 0.2 99.7
v, 0.1 99.8
v, 0.1 99.9
w 0.1 100
v, 0 100

En el diagrama de Pareto se puede ver que las variables
que contribuyen significativamente en la incertidumbre

de y, son las siguientes: 4, v , v, V,y As.

La incertidumbre en la mediciéon del area del pico
cromatografico de la aflatoxina B1 en la muestra de
mani (4 ), tiene una contribucion del 37 %, seguido de
las variables v, y v,, con 18 y 17 por ciento cada una, las
que representan las incertidumbres en las mediciones
de las alicuotas de solucion de referencia certificada
utilizadas en la preparacién de la concentracion del
patron de la aflatoxina.

10 /./‘/,/o—*’*-f
90.0

80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0
Ax v01 VO3 V4 As V6 V3 Cm V5 VO V02 VO5 V1 Rc V2 V04 w Vs
Figura 4. Diagrama de Pareto representando la contribucion
de las diferentes variables que contribuyen a la incertidumbre
en la medicion de aflatoxina B1 en mani de exportacion.



La incertidumbre en la medicién del volumen de
cloroformo ¥, contribuye en 13% y la medida en el
area de pico cromatografico de la soluciéon patrén o
de referencia de la aflatoxina contribuye en un 5%.
Estos cinco componentes representan el 90% de
la contribucién acumulativa en la incertidumbre del
mensurando y. La variable sobre la que hay que actuar
primero es en la incertidumbre en el area de pico de
muestra u,, .

Para ello, es necesario estudiar el aporte de las
desviaciones estandares de los tres componentes
que afectan la medicion de esta variable: precision
intermedia en la lectura de las areas de pico de la
muestra de referencia interna, la precision del ruido de
fondo y la precisién en la deriva de la linea de base
de la respuesta del HPLC. Al graficar las desviaciones
estandares de estos tres componentes se tiene la figura
5.

Ruido

Lect

Variable

Deriva

0 10 20 30 40 50 60
Desviacién estandar
Figura 5. Diagrama de barra de las desviaciones estandares
para las variables ruido, lectura de areas de picos y deriva de
la senfial de fondo del HPLC en la medicion del area de pico
cromatografico de la aflatoxina en la muestra.

Se puede ver que las lecturas del area de pico de
la aflatoxina B1 en la muestra es la que tiene mayor
influencia en la incertidumbre del mensurando. Seguido
de la deriva de la sefal de fondo del instrumento. Para
reducir estas incertidumbres sera necesario estudiar las
causas de la alta dispersion.

Con respecto al area de pico de la aflatoxina B1 en
la muestra, la dispersién en las mediciones puede
estar afectada por la heterogeneidad de la muestra,
tanto a nivel del contenido en aflatoxina como en los
componentes de la matriz; también pudiera estar
afectada por las condiciones de almacenamiento y/o
estabilidad de la muestra de negativa (cero contenido de
aflatoxina), a partir de la cual se prepara la muestra de
referencia interna para el control mensual del método.

Se podria hacer un estudio mas detallado en estos
aspectos con el fin de ver la factibilidad de reducir la
dispersion. En cuanto al efecto de la incertidumbre en
la deriva, sera necesario comparar con los resultados
del sistema de cualificacion del equipo para verificar
si hay conformidad con los niveles especificados por
el fabricante. En caso de no haber coincidencia, sera
necesario realizar los ajustes experimentales necesarios
para reducir la incertidumbre en la deriva.

Una vez lograda la reduccién de la incertidumbre en la
medicion del area de pico de la muestra, u, , se deberan
buscar volumétricos de mejor calidad para realizar las
mediciones de los volumenes v, v,y V, utilizados en la
preparacion de la solucién de referencia y en la adicién
de cloroformo (solvente extractor) a la solucién acuosa
de la muestra.

Por ultimo, es necesario tratar de reducir la incertidumbre
en la medicion del area de pico del estandar (4)); se
debera estudiar la precisién en las lecturas, el ruido
y la deriva. De lo anterior se puede deducir, que si
se consideran solamente las incertidumbres de las 5
primeras variables del diagrama de Pareto (figura 4) se
puede estimar la incertidumbre del mensurando y con

una aproximacion de mas del 99%.

El detalle se discute a continuacion. La incertidumbre
calculada por la raiz cuadrada de la suma de los
cuadradosdelproductodeloscoeficientesde sensibilidad
por las incertidumbres de los cinco componentes
que contribuyen en un 90% a la incertidumbre del
mensurando, esta dada por la siguiente expresion:

Uy = VGt X Uar)? + (Cyon X Uyo1)? + (€03 X Upga)? + (pa X uya)? + (Cas X tgs)?

Sustituyendo los valores correspondientes de la
columna 6 de la tabla 1V, se obtiene:

uy = 1/0.031798986 + 0.000849245 + 0.000816268 + 0.00374046 + 0.00045748 = 0.22349167

El grado de aproximacion se calcula de la siguiente
manera:

( 0.223492 — 0.224632

— 0
0.224632 ) X100 = 99.5%

Con lo anterior se verifica que no es necesario tomar
todos los componentes para evaluar la incertidumbre,
se pueden tomar solamente los cinco componentes
que constituyen el 90% de la contribucién, de acuerdo
al diagrama de Pareto.

Estimacion del intervalo de confianza
El intervalo de confianza del contenido de aflatoxina B1

enlamuestrade manidel presente trabajo, considerando
un factor de cobertura k=2, probabilidad del 95.45% y
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tomando en cuenta el numero de cifras significativas
correcto, se calcula de la siguiente manera:

Y=y1+U=14745+2 x 0.2246

Y=(1.471£0.45)ng/g de aflatoxina B1 en la muestra de
mani.

Donde U es la incertidumbre expandida. La precision de
la medicion puede estimarse evaluando la incertidumbre
expandida relatival'® (IER) expresada en porcentaje:

U
IER% = ; x 100 = 30%

Mediciones a niveles de trazas, del orden de 1 ng/g,
pueden alcanzar precisiones mayores del 30%!?%, esto
significa que el valor de la incertidumbre encontrada
en el presente estudio es aceptable. No obstante, es
necesaria la implementacion de mejoras para reducir
mas la incertidumbre.

5. CONCLUSIONES

Aplicando las directrices generales de la guia GUM ISO
1995 y EURACHEM, se pudo evaluar la incertidumbre
en la determinacion de la concentracion de aflatoxina
B1 (el mensurando) por HPLC-FD en una muestra de
mani de exportaciéon. Se utilizé el programa de célculo
simbdlico MAPLE 11 para calcular los coeficientes de
sensibilidad de las diferentes variables que influyen en
la estimacion de la incertidumbre del mensurando.

Se hizo un estudio de la contribucién de los componentes
de la incertidumbre a través del diagrama de Pareto,
encontrandose que los cinco componentes a tomar en
cuenta para el calculo son la incertidumbre de las areas
de pico cromatografico de la muestra y la solucion
estandar, los volumétricos utilizados en la preparacion
de la solucién de referencia y el volumen de cloroformo
utilizado como solvente extractor de aflatoxinas.

El intervalo de confianza encontrado fue de (1.47 *
0.45) ng/g con un nivel de confianza del 95.45%. Si
se admite que la muestra es representativa del lote a
exportar y las especificaciones del comprador establece
que el contenido de aflatoxina B, debe ser menor o igual
1.5ng/g, se puede afirmar que la muestra en cuestion
cumple con las especificaciones establecida por el
comprador.

Es importante sefalar, que uno de los problemas
principales en este tipo de ensayos es la heterogeneidad
de la muestra. Puede ser que muy pocos granos de
mani estén afectados frente a una gran cantidad que

representa un lote de produccién.
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Los cuidados en el almacenamiento y el transporte
son unos de los puntos claves a controlar para
evitar la contaminacion con el hongo que produce la
micotoxina.

6. RECONOCIMIENTO

Los autores agradecen al Laboratorio SER AGRO, S.A.
por hacer posible la publicacién del presente estudio,
realizado dentro del contexto de la mejora continua que
el laboratorio lleva a cabo para mantener la Acreditacion
que la Oficina Nacional de Acreditacion (ONA- MIFIC) le
ha otorgado desde el afio 2001.
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