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INTRODUCCION

En el Ecuador, el cultivo de café tiene relevanipartancia en los érdenes econémico,
social y ecoldgico. La importancia econémica ddiveude café esta determinada por su
aporte de divisas al Estado, la generacion de enyptie ingresos para las familias de los
caficultores y de los otros actores de la cadermustiva que dependen de las

contingencias de produccion y precios de este gfaap

La calidad de los alimentos depende de las caistatas organolépticas, fisicas, del valor
nutritivo, de la apariencia visual o del estadatada de los productos. El café ecuatoriano
para ser comercializado exitosamente en los pelegpmercados del mundo, como Estados
Unidos, Europa y Japon requiere ser producido ycegsamlo de manera apropiada,
procurando reducir los defectos de los granosaresttntaminaciones, destacar la excelente

calidad de taza y satisfacer las exigencias dedwsados internacionales. (22)

El café se cultiva en casi todo el pais aunquaddyzcion comercial se concentra en
algunas regiones. Existen diversas debilidades ancddena agroindustrial que
representan un factor de riesgo para la contandinappr hongos toxigénicos y la

produccion de micotoxinas como la Ocratoxina A (Q.T{&85)(52)

Las micotoxinas son metabolitos fingicos cuya iti@esinhalacion o absorcion cutanea
reduce la actividad, hace enfermar o causa la mderanimales (sin excluir las aves) y
personas. Su exposicion, puede producir toxicidattot aguda como cronica, con
resultados que van desde la muerte hasta efectogosoen los sistemas digestivo,
nervioso central, cardiovascular y respiratoriotaEspueden contaminar diversos

productos de alimentacion humana y animal. (35)

Dentro de las micotoxinas de importancia mundiaéteos la Ocratoxina A (OTA), que
es una micotoxina nefrotoxica y nefrocarcinogérpcaducida por varias especies de



hongos de los género&spergillus y PenicilliumespecialmentéAspergillus genus y

Penicillium verrucosum(35)(45)

En la actualidad las exportaciones de café podrease seriamente disminuidas, debido
a las ultimas regulaciones técnicas que estan ganeia en la Union Europea, para
proteger la salud de los consumidores de una gostitaminacion con Ocratoxina A
(OTA), micotoxina clasificada por el Centro Intecitamal de Investigaciones sobre el
Cancer como posible agente carcinogénico clases2&eeir que probablemente causa
cancer. (10)(35)

La Unidn Europea ha establecido limites maximoa 3FA en cereales y derivados, uvas,
pasas, alimentos infantiles, y tiene previstolégen productos como el café y el cacao, por
esta razén y con fines de contar con datos deyhaderenciales de la presencia de OTA en
el café de produccion nacional, es necesario emepai instancia, validar la metodologia de
andlisis a fin de garantizar que los ensayos egllz en el laboratorio, cumplan

determinados requisitos que avalen la calidad dealizacion, que aseguren las exigencias

del cliente y sea demostrativo de la competencrada del laboratorio de ensayo.

En esta tesis se formulé el objetivo general: \&lidn método de analisis para
determinacion de Ocratoxina A en café verde, atildo columnas de inmunoafinidad y
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC); como objetivos especificos:

Establecer las caracteristicas de funcionamierimitaciones analiticas del ensayo de
laboratorio para la determinacion de OcratoxinanA eafé verde; elaborar un plan de
validacion de la metodologia establecida; evaluarametros de validacion de la
metodologia analitica seleccionada, de acuerdoitarias de la norma ISO-IEC-

17025:2005 como requisito previo para la acreditacie la misma y del Laboratorio de
Servicios Analiticos e Investigacion en Aliment@SAIA) a través del Organismo de
Acreditacion Ecuatoriano (OAE); vy, realizar ensayo#erlaboratorios a nivel

internacional.



Se planted la hipétesis: El proceso de validacidalia experimentalmente los
parametros de calidad, que aseguren la aptitudndeddo de andlisis, demostrando de

esta manera ser aplicable para la determinaci@cdsoxina A.

Este estudio estd enmarcado dentro del Proyecteodalecimiento 2100068001/Act
28: Agroindustria, Energia y Nutricidon, en su comgate: “Valoracion de cultivos y
materias primas para respaldar las certificaciotesorigen, desarrollar y aplicar
procesos tecnoldgicos agroindustriales a travesistemas integrados de calidad,

sanidad e inocuidad a lo largo de la cadena agioptiva”.



CAPITULO |

1. PARTE TEORICA

1.1 EL CAFE

1.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El café (fotografia No. 1)pertenece a la familia botani€aibiaceaela cual tiene unos
500 géneros y mas de 6.000 especies, la mayoriarboles tropicales y arbustos que
crecen en las partes bajas de los bosques. Otembros de la familia incluyen las
gardenias y plantas que producen quinina y otraasdas Utiles, pero €loffeaes el

miembro mas importante de la familia, econémicaméablando. (47)
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FOTOGRAFIA No. 1 ARBUSTO DE CAFE

Los granos de café o semillas, estan contenidad foto del arbusto, que en el estado
de madurez es de color rojo y se le denomaeaezd. Cada cereza consiste en una piel



exterior que envuelve una pulpa dulce. Debajo deulpa estan los granos recubiertos
por una delicada membrana dorada; estan membrawvagleen las dos semillas de
café. La semilla del café es de aproximadamententimetro de largo, tostada y molida

se usa para preparar una bebida estimulante. §6)(17

Los cafetales empiezan a dar frutos cuando tieeeB d 5 afios de edad; cuando los
frutos estan en el estado 6ptimo de madurez séeotan manualmente, se despulpan, se
fermentan, lavan y secan; este proceso es conooido el beneficio agricola por la via
hameda. Posteriormente el grano seco se trilla petiear la capa dorada que lo

recubre. (6)

Otro método de beneficiar el café es a través detgso conocido como beneficio
agricola por la via seca, que consiste en deshrdehtafé cereza por medios naturales o
artificiales, hasta un nivel en que puede ser tleva la piladora para la eliminacion

fisica de las envolturas del almendro. (53)

Una vez retirado las envolturas del almendro, @ngrse selecciona y clasifica
cuidadosamente, teniendo en cuenta su tamafio, geeoy defectos. Finalmente estos
granos seleccionados se tuestan para que desaebfabor y aroma del café, se muelen

y quedan listos para la preparacion de la beb@ja. (

El café verde es el grano de cafitenido del fruto de los arboles del gén€aiffea que
han sido objeto de un proceso de desecacion ysteseao, con cafeina y listo para el

tostado. Se denomina también café crudo o caf§ar.

1.1.2 ORIGEN Y DESCRIPCION BOTANICA

Aunque hay muchas versiones sobre la época y igemms del café se puede asegurar
que fue en Africa donde se realiza su descubrimjestt el siglo X1V, los arabes llevan
la planta a Yemen y alli aparecen las primerasigasrplantaciones, a finales del siglo

XVI las plantaciones se expanden primero por Cejldnego a la India, fueron los
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exploradores holandeses en el siglo XVII quieneapsepiaron de un pie del cafetal en

Yemen y lo trasladaron al jardin botanico de Ant&er. (12)

A principio del siglo XVIII el café llega a Américaiendo aqui donde mas y mejor se
desarrollan los arboles; en tierras intertropicglasuna altitud no superior a 2000 metros
sobre el nivel del mar. Hoy en dia, algunas deremres variedades de café del mundo

provienen de paises como de Brasil y Colombia. (12)

El café presenta la siguiente clasificacion bo&&n(81)(53)

Reino: Plantae

Tipo Espernfass
Sub-tipo Angiospesna
Division: Magnolioptiay
Clase: Magnobaja
Orden: Gentiasale
Familia: Rubiaceae
Subfamilia: Ixoroideae
Tribu: Coffeeae
Geénero: Coffeal.
Sub-género Eucoffea
Especies: Coffea arabicaCoffea benghalensis, Coffea canephora,

Coffea congensi€;offea excelsa, Coffea gallienii,
Coffea bonnieriCoffea mogeneti, Coffea liberica,
Coffea stenophylla

Los cafetales son arbustos de las regiones tregic la familia de los rubiaceos, las
principales especies que se utilizan para la paepar de la bebida del café s@offea
arabica y Coffea canephorao robusta sus principales caracteristicas se describen a

continuacion: (20)



Coffea arabica- Es la Unica especipoliploide (2n=48) en el génerBoffea. Es un
arbusto que alcanza 3-7 m de altura y posee raadasdeadas o comprimidas. Su porte
es semierguido en la planta joven, pero en plesarddlo es horizontal o caedizo. Sus
hojas son opuestas, de peciolo corto, enteraspomeafovalada u oval-lanceolada,
acuminadas, con margenes ondulados y superficgeahgente rugosa. Las flores son
blancas y desprenden un perfume parecido al delifaen el momento de su apertura.
Se agrupan en numero de 2-3 en la axila de las fajaando verticilos florales de 8-15
flores. (21)

Las cerezas de café arédbigo (fotografia No. 2) ma@ies y el tiempo que transcurre
desde la floracién a la maduracion de los frutodes210 a 240 dias. Las cerezas
normalmente contienen dos semillas planas, convexas cara dorsal y marcadas con
un surco profundo en la ventral. Cuando solo un@se desarrolla, recibe el nombre de
peaberry. (47)

2

FOTOGRAFIA No. 2 CEREZAS DE CAFE ARABIGO ( Coffea arabica )

El café ardbigo es a menudo susceptible al atagubadas y enfermedades, por tanto la
resistencia a estas es un objetivo primordial deplogramas de cultivo de la planta. El
color de los granos crudos son generalmente vetidasn mayor contenido en aceites y
azucares que los robustas. Se cultivan siempreremos altos: entre 800 y 2.000 metros
sobre el nivel del mar, su produccién comprendeedons 1500 a 3000 Kg granos/ha;

ademas, presentan un contenido bajo en cafeitasremnal 1%. (33)(47)
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Coffea canephora (robusta).Es una especie perenne diploide (2n=22), ademas es
autoincompatible; es decir que el évulo no puestélizarse con su propio polen y
requiere polinizacion cruzada. Las plantas de especie son pequefios arboles
vigorosos, de altura variable pudiendo alcanzatahbs 12 metros. Los arboles de
robusta pueden ser monocaules (un solo tallo ptov)ico multicaules (varios tallos
productivos). Se cultiva en densidades mas bajaederentemente a 1.111 y 1.333

cafetos/hectéarea. (20)

El sistema radicular del café robusta es abundénteasa de raices se concentra en las
capas superiores del suelo. Las hojas son anchasdey y de color verde. Las
inflorescencias son axilares, formando verticities15 a 30 flores de color blanco y muy
fragantes. Las cerezas de café robusta (figuralNeon redondeadas y su punto de
maduracién comprende entre los 240 y 270 diasudegge la floracion, dependiendo de
los factores climaticos de las zonas de cultivpeesimente la temperatura. (20)(47)

FIGURA No. 1 CEREZAS DE CAFE ROBUSTA (Coffea canephora )

Los granos de café robusta tienden a ser mas pesjgeie los de arabiga. Las semillas
pueden ser redondeadas, ovaladas o elipticas,urdasppronunciadas, dependiendo del
clon. El color de los granos secos depende dentiahto post cosecha; pues, tienden a
verde cuando se benefician por la via himeda yndganalidad marrén-dorado cuando

se benefician por la via seca. El contenido deimafdel café robusta varia entre 2 y

2.5 %. (20)
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El café robusta y sus hibridos con otras especiesifiestan caracteristicas

decididamente favorables:

a) Inmunidad o gran resistencia a la roya por hemileya

b) Baja cantidad de fruta para la proporcion de graembrado (3-5:1 en
comparacion de 5-6:1 para el café arabigo)

c) Gran capacidad productora: 2300-4000 Kg granos/ha.

d) Se cultiva por debajo de los 600 msnm.

e) Capacidad para retener la fruta en el arbol duramteierto tiempo tras su plena

madurez. (7)

1.1.3 EL CAFE EN EL ECUADOR

Ecuador tiene una historia rica de caficultura gjpieza con su introduccion al pais en los
afos 1800. En la primera parte del siglo XX fuereher producto de exportacion, desde
entonces, el banano, el petréleo y el camardn tosedrepasado. Se vivio una época
relativamente buena para el sector cafetalero ®m@afios 70 y 80, luego con la ruptura
del Acuerdo Internacional de Café en 1989, vinaatarquia en la produccién que
derivd en una sobreoferta, el deterioro de la adlig la caida de los precios a nivel
mundial. En el Ecuador como en muchos paises t&fetalos productores se
empobrecieron y se vieron obligados a abandondiirsiss en busca de su sobrevivencia
en la ciudad o en el exterior. (19)

Afortunadamente, en los afios 90 mas y mas constesi@gmmpezaron a exigir un mejor
café, tal vez como reaccion a los cafés de malidachlen el supermercado, por el
crecimiento de la conciencia social y medioambileatpor una combinacién de ellas.
Como uno de los paises megadiversos, la biodieetsldl Ecuador esta simbidticamente

relacionada con las formas de produccién de loggyexs caficultores. (19)

Histéricamente, desde el afio 1860 se ha cultivhgmaao de café en la zona de Jipijapa
en la provincia de Manabi. Hasta 1876, el cultigcedte producto se encontraba en una

etapa incipiente, con la apertura del Ecuador aleroio mundial se dio un impulso



significativo a las pequefias plantaciones, alcatzam cierto grado de desarrollo. En
1903 el cultivo del café disminuyd, pero dos afespdés se volvid a cultivar y se

comenz0 a exportar a varios paises europeos, depderto de Manta. (52)

En 1935 las exportaciones ascendian a la cifr@20e000sacos, en 1960 352.000
sacos, en 1975 #018.00Q en 1985 se exportardi810.000y en 1995 el promedio
descendié 4'080.000sacos. (52)

En el afio 2001 se produjeron alrededod @2.000sacos de 60 Kg, lo que equivale a
63.720 TM (toneladas métricas), de los cuales perearon311.804sacos de café en

grano. La superficie cultivada fue alrededor de2B2.060 hectareas. (52)

Las exportaciones de café en grano en el afio 20Qiisaron en 301.717 sacos de
60 Kg, en tanto que en el 2006 se exportd 293.3@0ss y en el 2007 alrededor de
181.483 sacos de 60 Kg. El ingreso de divisas e eubro ha disminuido
considerablemente en los ultimos dos afios, de B@es de dolares en el 2006 hasta 22
millones en el 2007, aunque el precio pagado atymtor a partir del 2005 se
increment6 de 52 a 66 ddlares. (24)

Las exportaciones de café en grano, en el afio 20Q@®icaron en 59.575,46 sacos de
60 Kg de café arabigo, 65.894,82 sacos de 60 Kgpfferobusta y 748.608,86 sacos de
60 Kg de café industrializado. Por lo tanto, ebtate sacos de 60 Kg exportados en el
2008 fue de 874.079,14, generando un ingreso pagai® de 125.580.530,34 dolares,

como se puede apreciar en la tabla No. 1: (3)

TABLA No. 1 EXPORTACION DE CAFE ECUATORIANO POR CA LIDAD EN EL ANO 2008
(SACOS DE 60 KILOGRAMOS)

CALIDAD SACOS DOLARES
ARABIGOS 59.575,46 9 .705.292,74
ROBUSTA 65.894,82 7.582.265,35%

)
)
INDUSTRIALIZADO 748.608,86 108.292.972,20
TOTAL 874.079,14 125.580.530,34

FUENTE: ANECAFE (2009)
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1.1.4 PRODUCCION Y COMERCIALIZACION

El café arabigoQoffea arabica L.xse cultiva en el Ecuador desde altitudes cercahas
nivel del mar hasta los 2.000 metros de alturatribisdas principalmente en las

provincias de Manabi, Loja, ElI Oro, Zamora Chinehipichincha, Guayas, Los Rios,
Bolivar, Imbabura, Esmeraldas y Napo (figura Na. Rlgunas variedades arabigas
como Typica y Caturra rojo, se han adaptado y mewlbien en las zonas tropicales
secas donde otras especies vegetales no se desasatisfactoriamente. En las zonas
subtropicales, especialmente hacia las estribagiooeidentales de la cordillera de Los
Andes, los cafetales arabigos han mostrado un enteetomportamiento productivo y

buena calidad de taza. (21)

El café robustaoffea canephora Pierjese cultiva en las zonas tropicales hiumedas,
por debajo de los 600 msnm, principalmente en tasiqcias de Esmeraldas, Santo

Domingo de los Tsachilas, Los Rios, Napo, SucumpiOsellana. (21)
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FIGURA No. 2 ZONAS DE PRODUCCION DE CAFE ARABIGO E N EL ECUADOR
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El café ecuatoriano se exporta actualmente a dercincuenta paises, entre los cuales se
encuentran Estados Unidos, Colombia, Espafa, Gklideyania, Italia, Francia, Polonia,
Japon, Bélgica, Canada, Paises Bajos, ArgentinaizaSEsto se debe gracias a sus

ventajas comparativas y competitivas entre lassguencuentran las siguientes: (52)

Oferta de los tres tipos de café: Arabigo lavad@jfgo natural y Robusta.
Precios competitivos a nivel mundial.

Disponibilidad de produccion durante la mayor pddkafio.

YV V VY VYV

Gran variedad: verde, tostado (figura No. 3), wsty molido, spray-dried,
aglomerado y freeze-dried. El café especial y etdsade café son productos con

gran potencial de desarrollo. (52)

FIGURA No. 3 GRANOS DE CAFE TOSTADO

En los ultimos afos el Ecuador ha tenido que ra@alimportaciones de café para cubrir
los requerimientos de la industria de solubleprtecedencia de dichas importaciones ha

sido especialmente de Peru, con café de bajaadalfil4)

Estas importaciones se efectian bajo régimen edgdeiposito industrial), sin pago de
impuestos, en razén de que se destina a la inaust la exportacion. Esta situacion
debe ser un llamado para el establecimiento déqadique permitan la recuperacion de

este importante sector productivo del pais. (14)

Las importaciones de café en el afio 2008 se uler®98,46 toneladas, siendo en este

afilo Colombia nuestro principal proveedor con 67¢2®ladas, lo cual le costé al pais
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1063,293 miles de dolares FOB y 1083,205 miles dlares CIF, lo cual se puede

apreciar en la tabla No. 2: (5)

TABLA No. 2 IMPORTACION DE CAFE ECUATORIANO EN EL  ANO 2008 (TONELADAS)

TIPO DE CAFE PAIS TONELADAS |MILES USD FOB* | MILES USD CIF?
LOS DEMAS PERU 631,12 681,406 690,137
EN GRANO COLOMBIA 4,313 42,619 43,3
MOLIDO COLOMBIA 57,243 285,059 293,547
DESCAFEINADO |COLOMBIA 5,702 54,084 56,074
DESCAFEINADO |ESTADOS UNIDOS 0,082 0,112 0,132
DESCAFEINADO |ITALIA 0,003 0,013 0,015

TOTAL 698,463 1063,293 1083,205

FUENTE: BANCO CENTRAL DEL ECUADOR (2009)

'FOB (free on board, franco a bordo)= La mercancia es puesta a bordo por el expedidor, libre de todo gasto, siendo de
cuenta del destinatario los fletes, aduanas)

’CIF (cost+insurance+fletements)= Dichos articulos incluyen en su precio los costes propios, los de la poliza de seguro
durante el trayecto asi como los costes de flete de la mercancia)

1.1.5 POST COSECHA Y CALIDAD DEL CAFE

La calidad del café esta determinada por sus pitages fisicas y organolépticas. Los
principales factores que determinan la calidadcdf# son los siguientes: La altitud de la
zona de cultivo, la composicion del suelo y suiligad, la cantidad de lluvia y su

distribucion, la temperatura ambiental, el mangimadmico de la plantacion, la cosecha,

el proceso post- cosecha, el secado y el almacenaim(20)

Durante el tratamiento post cosecha, la calidadafél esta determinada por:

» Limpiar y dar el mantenimiento adecuado a la dgsudra, zarandas,
marquesinas, tendales o tarimas, antes de in&ci@decha.

» Cosechar selectivamente los frutos en su puntondptie maduracién, mediante
el método del “pepiteo” o “desgrane” (fotografia .N8), realizando las
recolecciones de frutos maduros que sean neassdurante la época de
cosecha. El punto 6ptimo de maduracion es de 6raeSes después de la
floracion para la variedad de café arabide 9 a 11 meses para otra variedad que

es la de café robusta.
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> Beneficiar el café cereza por la via himeda o négliel beneficio ecoldgico.

» Realizar el despulpado del café cereza, inmediatsrdespués de la cosecha (el
mismo dia).

» Fermentar el café hasta su punto 6ptimo en tandgiesmento o de plastico bien
limpios.

» Lavar el café con agua limpia, por varias vecedimimar los granos vanos
durante el lavado.

» Secar el café en marquesinas o tendales de ceneantapas con un espesor de 5
centimetros de masa de café, removiendo con urillcastarias veces al dia,
evitando el rehumedecimiento.

» Controlar el contenido de humedad hasta constataret) grano tenga de 12 a
12.5 por ciento y evitar las mezclas de café ctereltes niveles de humedad.

» Guardar el café en sacos de yute o cabuya limpieferentemente nuevos, en
estado de pergamino seco, luego de que se haypeatato.

» Transportar el café pergamino seco o verde en ciomgis de adecuada limpieza
evitando el contacto con contaminantes.

» Almacenar el café en grano, en bodegas secas)adasti limpias y libres de
contaminacion, sobre estibas de madera y sepaeadopdred. (22)

FOTOGRAFIA No. 3 COSECHA DE GRANOS DE CA FE MEDIANTE PEPITEO

1.1.6 BENEFICIO DEL CAFE

El beneficio es el procedimiento para obtener elodénado café oro a partir de las
cerezas maduras. Esta es una labor tan importante cualquiera de las otras que
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requiere el cultivo; pues, todo el esfuerzo, lab@éversion realizados por el caficultor,
durante todo el afio para conseguir un buen rendimipodrian perderse sino se realiza

un correcto beneficio del grano. (23)

En la actualidad se reconocen fundamentalmente, mi@ésodos de beneficio,

identificados como: Por la via seca y por la vienbeda. (23)

1.1.6.1 Beneficio por via himeda

El café cereza cosechado debe ser despulpado ataradnte, si se amontona y demora
el despulpado se produce una alteracion en la feanién, se modifica su perfil de

taza y puede favorecer la colonizacion de hongostdxicos. (18)

La separacion de los frutos secos y vanos; asi a®rlas hojas y materias extrafias,
antes de realizar el despulpado, es una practioesaga para facilitar el beneficiado y
reducir los riesgos de contaminacion por hongosigotoxinas, especialmente de la
Ocratoxina A (OTA). (18)

El café despulpado se coloca en los tanques deefgation por un tiempo apropiado
para permitir la remocion del mucilago, este peoigadiede variar entre 10 y 20

horas, dependiendo de la zona de cultivo y la teaipea del ambiente. El café

fermentado en su punto 6ptimo tiene que lavarseatnmdante agua limpia, de esta
manera se obtiene el café pergamino humedo quevesld a un tendal de cemento o
marguesina para su secado hasta que el grano,rganpgao seco, alcance del 10 al
12% de humedad. (18)

En la figura No. 4 se puede apreciar un diagramapdeeso de beneficio por via

humeda.
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FIGURA No. 4 BENEFICIO POR ViA HUMEDA

1.1.6.2 Beneficio por via seca

El beneficio por la via seca consiste en cosedhaafé cereza y deshidratarlo por medios
naturales (tendal de cemento y exposicion solasjogfafia No. 4) o artificiales
(secadora) hasta un nivel en que pueda ser soneetitha piladora, para la eliminacion

fisica de las envolturas de la almendra. (23)

FOTOGRAFIA No. 4 SECADO DEL CAFE CEREZA EN TENDAL
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El secado termina cuando el café alcanza el estahmcido como “bola seca”
(fotografia No. 5), que luego es directamente peladmpleando una maquina

denominada piladora. Este es el procedimiento @atener el café natural. (23)

FOTOGRAFIA No. 5 CAFE BOLA SECA

1.2 LAS MICOTOXINAS

Las micotoxinas, que deriva de las palabras griegkss y toxina, que significan hongo

y veneno respectivamente, son metabolitos secursddkicos producidos por algunas
especies de hongos, que incluye setas, mohos gue&s y que pueden afectar la salud
de las personas y animales. Estas pueden contadiveasos productos de alimentacion

humana y animal. (35)(45)

Las micotoxinas representan un peligro latenteotpata la salud humana como animal,
estas se pueden encontrar de modo natural en anngraero de productos agricolas,
utilizados como materias primas para la preparadénalimentos balanceados para
animales, y como contaminantes o residuos téxiedssiproductos de las explotaciones
zootécnicas (leche, huevos carnes). La contaminadé producto puede ocurrir en

cualquier punto de la cadena alimenticia, desdm$cha, pasando por la recoleccion,

almacenaje, transporte, elaboracion hasta su c@tsén. (9)

Las micotoxinas méas estudiadas y con una accioacte en mamiferos y peces son:

aflatoxinas, ocratoxinas, patulina, acido penigbncitrinina, zearanelona, alcaloides de
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ergot y tricotecenos. En la tabla No. 3 se resumsepkincipales metabolitos téxicos

producidos por hongos comunes en la contamina@dosdalimentos. (34)

TABLA No. 3 ALGUNOS DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS TOXICOS PRODUCIDOS
POR HONGOS CONTAMINANTES DE LOS ALIMENTOS

HONGOS PRINCIPAL METABOLITO TOXICO
Aspergillus flavus Aflatoxinas B, M, G.

A. parasiticus Aflatoxinas B, M

A. ochraceus Ocratoxina A

Fusarium tricenectum T-2 toxina

F. roseum T-2 toxina
F. moniliforme Zearalenona (F-2 toxina)
Gilerella zeac 2-Deoxinivalenol (Don)

Penicillium viridicatum | Ocratoxina A

P. vyclopium Ocratoxina A

FUENTE: FAO (2009)

La imposibilidad de clasificar a estos compuestosf@ama simple, ha llevado a
considerar formas de clasificacidbn que considespectos mas refinados tales como,

mecanismos moleculares o activacion bioldgica. (34)

Debido a esto, el autor japonés Yoshio Ueno, haifdado a las toxinas mas
importantes de acuerdo con su afinidad con losnelga celulares, definiendo entonces,

caracteristicas toxicoldgicas y transformacionetabwicas. (34)

Segun este criterio las micotoxinas se clasifigan e

a. Inhibidores de la produccion de energia. Actuanbiehdo la actividad de los
adenosintrifosfatasa (ATPasa), inhibiendo en caressda, la fosforilacion
oxidativa celular. Ej.: citreoviridinas; luteoskid, ergocromos, etc.

b. Inhibidores de sintesis de proteinas: Actian ienithdo ya sea al inicio de la
sintesis, tricotecenos tipo | (ej.: verrucarina fAsarenona-X, nivalenol, entre

otras), o inhibiendo la elongacion y término depiateina, tricotecenos tipo ET
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(ej.: deoxinivalenol, crotocina, verruvarol, entteas). Otras micotoxinas inhiben
en forma competitiva la actividad de la fenilalaNA sintetasa (ej.:
Ocratoxina A).

c. Modificadores de citoesqueleto. Actian modificands funciones de los
microfilamentos y microtubulos celulares. Ej.: gofulvina, citocalasinas,
cloropeptido.

d. Micotoxinas estrogenicas. Provocan respuestas e@ngento de masa en el
Utero y de alteracion de niveles circulantes denboias. Ej.: zearalenona.

e. Generadores de temblor (tremorgenos). Actlan sallsistema nervioso central
induciendo temblores generalizados en animalespé&jitrem A.

f. Micotoxinas cancerigenas. Provocan desarrollo a®tes en higado y en corteza

renal. Ej.: aflatoxinas, esterigmatocistina. (34)

1.2.1 AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por muchas especiegétadro de hongos
Aspergillus los méas notablesAspergillus flavus Aspergillus nigery Aspergillus
parasiticus pero también pueden ser producidas por hongogy@wtroPenicillium,
comoP. verrucosumLas aflatoxinas son toxicas y carcinogénicasotqatra animales
como para humanos, luego de su entrada al cuempaflatoxinas se metabolizan por el

higado con un precursor intermedio, la aflatoxira (8)

Las aflatoxinas son metabolitos fangicos secundapertenecientes al grupo de las
bifuranocumarinas, son formadas por moléculas befdicas, con atomos de oxigeno y
anillos de difurano, que difieren entre si apermagpquefas variaciones en su estructura
molecular basica. Son conocidas mas de veintersigsadel grupo de las aflatoxinas,
pero las mas comunes en los alimentos son laoxflas B, B,, G, y G, (Figura
No. 5). (30)
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FIGURA No. 5 ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS AFLATOXINAS

La designacion de aflatoxinas B1 y B2 se debe abgye la luz ultravioleta exhiben
fluorescencia azul, mientras que las designadaso d@mmuestran en sus estructuras
relevantes fluorescencia amarilla verdosa. Aderdés, de los productos metabdlicos,
aflatoxina M1 y M2 son contaminantes directos dgigaiivos de alimentos y

piensos. (46)

1.2.2 TRICOTECENOS

Los tricotecenos son micotoxinas producidos poriagarespecies dd-usarium

CephalosporiumMyrothecium Trichodermay Stachybotrys Se han detectado cuatro
tricétesenos: Toxina T-2, nivalenol, desoxinivalen®@ON) (Figura No. 6), y

diacetoxiscirpenol como contaminantes en alimem@as uso humano y animal. El
desoxinivalenol es el mas comun, pero menos toxieoestos compuestos. Los
tricotecenos son inhibidores fuertes de la sintdsigoroteinas en las células de los
mamiferos, sin embargo el desoxinivalenol reciba@ubre comuan, vomitoxina, por los

vomitos que normalmente acompafan al envenenanpentoicotecenos. (49)
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FIGURA No. 6 ESTRUCTURA QUIMICA DEL DESOXINIVALENO L (DON)

1.2.3 ZEARALENONA

La zearalenona (Figura No. 7) es un metabolitoywrinkb por varias especies del género
Fusarium,entre ellas Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporlmroseum

F. moniliforme F. avenaceunF. equiseti y F. nivale.Ha sido hallada en varios paises
de Africa y Europa, ademas de los EEUU, como utiacoimante de origen natural de los

cereales, particularmente el maiz. (50)

OH o) CH,

HO Z o
FIGURA No. 7 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ZEARALENONA

1.2.4 FUMONISINAS

Las fumonisinas (figura No. 8) (principalmente l&smonisinas B1 y B2) son
metabolitos secundarios sintetizados pér moniliforme, F. proliferatum y F.
verticillioides, entre otros Fusarium. La presencia de fumonisggatia observado en
maiz y otros cereales cultivados en clima tropycalibtropical, y también en alimentos

destinados a los animales procedentes de estagsu@d)
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FIGURA No. 8 ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS FUMONISINAS

Estos hongos infectan principalmente al maiz aungudién afectan ocasionalmente al
arroz y al sorgo; sus metabolitos han sido impbsaehn enfermedades que afectan tanto
a équidos (leucoencefalomalacia) como a cerdoordedproduce el “edema pulmonar
porcino” caracterizado l6gicamente por un edemanpoblr, ademas de pancreatitis y
dafo hepatico. (9)

Aunque se han encontrado por lo menos 12 analogodumhonisinas, las mas
importantes son las de la serie B (fumonisina Bindnisina B2 y fumonisina B3). Se
considera a la fumonisina B1 como la mas toxicaesie grupo, ademas de ser la

fumonisina de mayor presencia en cultivos, piegga®ductos alimenticios. (30)

La fumonisina B1 y fumonisina B2 poseen una unidi@docarbono de cadena larga, de
estructura parecida a la de los esfingolipidosngss$ina y esfinganina; la cual juega un
papel importante en su toxicidad. La estructuranged de la fumonisina B1 corresponde
a un diester del 2-amino, 12,16 dimetil, pentahydimbsano, donde los grupos hidroxi

de los carbonos en posicion 14 y 15 estdn esttide con el acido propano

tricarboxilico. (9)



-20 -
1.2.5 PATULINA

La patulina (Figura No. 9) es una micotoxina prodaiqor diferentes mohos, pero fue
en Penicillium patulum, mas tarde llamad®enicillium urticaey hoy conocido como
Penicillium griseofulvumen la década de 1940 donde se describidé primesta
micotoxina ha sido aislada de multiplésicromycetesde los génerosAspergillus,
Byssochlamys, Gymnoascus, Paecilomyces y Pemtélunque ahora se han afadido a

la lista algunas cepas tkucory algunosDeuteromyceteg54)

O O

FIGURA No. 9 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PATULINA

Hoy en diaPenicillium expansumcausante de multiples pérdidas en frutas, seceono
como uno de los mayores productores de patulinehaDsustancia, ademas, puede
observarse en zumos de manzana no fermentadacgnsee de su toxicidad a altas
concentraciones en laboratorio, aunque las evidende su toxicidad natural son
indirectas. Sin embargo esto ha sido suficienta gae la Organizacion Mundial de la
Salud (OM$ en conjunto con la Organizacion de las Nacionesdasn para la

Agricultura y la Alimentacion (FAO), hayan estabtecun maximo tolerable de ingesta

de esta sustancia de 0,4 pg/kg de peso corpatéd.al54)

La patulina puede detectarse en frutas, hortaleaxgales enmohecidos y piensos; no
obstante, no puede excluirse la presencia de @stdaxina en las frutas aparentemente
sanas. El grado de contaminacion esta relacionadoet grado de podredumbre y la

patulina apenas se extiende fuera de los tejidesadbs. (54)
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1.2.6 OCRATOXINA A

Las Ocratoxinas son metabolitos de los genéwgsergillus, Penicillium y Fusarium,
guimicamente se trata de derivados 3-4-dihidrohisetlumarina unidos con un enlace
amida a un grupo amino de laf —fenilalanina (estructura fenilalanina-cumarinas)
(Figura No. 10). (15)

COOR OH o

Cg Hg CHy CH—NH—CO o
CH,

1
R wHO TaT

Ocratoxina A: R' = Cl, R = H; Ocratoxina B: R' = R,= H; Ocratoxina C
R = Cl, R'= GHs ; éster metilico de la Ocratoxina A: R' = Cl, R=Cékter
metilico o etilico de la Ocratoxina B: R' = H, RCE; 0 GHs

FIGURA No. 10 ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS OCRATOXIN AS

Estos compuestos se sabe que tienen toxicidad agumdeatas y ratones, efectos
nefrotoxicos (dafio renal) en pollos y efectos cengénicos en humanos. La Ocratoxina
A (OTA) es el compuesto mas téxico de este grupe,drimeramente aislado dal

Ochraceusy mas tarde fue encontrado como un metabolitonskzsio de las especies del

géneroPenicilliumen climas templados. (9)(15)

La Ocratoxina producida pdkspergillusparece estar limitada por condiciones de alta
humedad y temperatura; sin embargo, algunas espeéekenicillium pueden producir

Ocratoxina a temperaturas menores de los 5°C. (48)

La Ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida piertos hongos filamentosos,
que al desarrollarse en los alimentos pueden ariggn presencia en los mismos. La
OTA fue descubierta en 1965 en Africa por Van derwe y colaboradores al observar
Su presencia en muestras de maiz; como fue desdgiaalmente como un metabolito
de Aspergillius ochraceudue rapidamente bautizada por este motivo con elbme de
Ocratoxina A. (45)



-22 -

Esta molécula de estructura compleja (Figura N®.hhlsido posteriormente detectada
en numerosos alimentos, como los cereales, lasle@s, las especias, el café, el cacao,
los frutos secos, la carne, el coco, la cervezdagepasas y también en el vino, ademas

otros productos de origen animal como los rifloreesetdo. (8)(30)

FIGURA No. 11 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA OCRATOXINA A (OTA)

La OTA es una molécula pequefia, soluble en aggajrgicamente esta constituida por
la combinacion de un aminoéacido (fenilalanina) y policétido al carbono 10 (del
metabolismo de las grasas), contiene un atomo ate clecesario para su actividad
bioldgica, es estable en el calor y se extrae naite del café molido con agua
caliente. (36)

La Ocratoxina A es una micotoxina con propiedadascitogenas, nefrotoxicas,

teratdgenas, inmunotoxicas y, posiblemente, nexicas. (30)

1.2.6.1 Toxicidad de la Ocratoxina A

De acuerdo a la Comision Internacional para la ka@bn de Riesgos por Exposicion a
Micotoxinas, la Ocratoxina A presenta alta toxididaPor lo tanto, establecio
provisionalmente que el limite maximo tolerablegpéa Ocratoxina A en los seres
humanos seria 112 ng /kg/semana. Esta conclusidmase en el nivel maximo de
Ocratoxina tolerables para los cerdos, sin detewer la funcion renal, que es de 0.008
mg/Kg de peso corporal por dia, lo que corresp@ndigededor de 0,2 mg de toxina por
kg de racion. (30)
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Los valores de la dosis letal 50 (DL50) de la QGormia A en algunos especies de

animales domésticos se pueden ver en la tabla.N8O}

TABLA No. 4 VALORES DE DOSIS LETAL 50 (DL s50) DE LA OCRATOXINA A EN ALGUNAS
ESPECIES CUANDO LA TOXINA SE ADMINISTRA POR VIA ORA L

Especie Dlso(mg/Kg de peso corporal)
Perro 0.2

Raton 46-58.3

Pollo 3.3

Pato 0.5

Rata 20-30.3

Rata recién nacida 3.9

Cerdo 1.0

FUENTE: MALLMANN, C; DIKIN, P. (2007)

La Ocratoxina A produce dos tipos de toxicidad) (45

1. Toxicidad aguda
2. Toxicidad cronica

1. TOXICIDAD AGUDA

Es relativamente baja y muestra variaciones inpexdficas, la Dk, por via oral se
encuentra en un intervalo entre aproximadamente3Dmg/Kg en ratas y ratones, y de
0.2-1 mg/Kg en perros, cerdos y pollos, que sor$agecies mas sensibles. Los sintomas
de la intoxicacion aguda consisten en hemorragiafifotales en los principales
organos y trombos de fibrina en bazo, cerebro,doigaifion y corazén, asi como
nefrosis y necrosis hepatica y en el tejido lindoiixiste descrito Unicamente un caso de

intoxicacién aguda en el ser humano. (45)
2. TOXICIDAD CRONICA
Lo que mas preocupa respecto de la Ocratoxina A samn efectos cronicos, esta

demostrado que el consumo cronico de OTA produeengfropatia intersticial en los

animales de granja como pollos y cerdos, que pudsar importantes pérdidas
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econdmicas. A pesar de las diferencias en cualatdoxicocinética en diversas especies,

las lesiones renales en cerdos, aves y roedorengpsimilares. (45)

En el ser humano se ha relacionado con la etiobtgyiana nefropatia que es endémica en
la zona de los Balcanes debido a que presentaranasgmejanza histopatolédgica con la
que se produce en los animales, ya que la exposiciOTA parece ser muy alta en esa
zona geografica comparada con otras. Es esta Gieaneaad renal cronica y progresiva
que representa actualmente el 11% de todas lasrerdfades primarias diagnosticadas
en la antigua Yugoslavia, se caracteriza por unaopatia tibulo-intersticial progresiva,
gue deriva en una atrofia tubular y fibrosis penmigerular, entre otros sintomas. (45)

Esta enfermedad se acompafia a veces de tumorigsaesadel tracto urinario superior
gue resultan muy agresivos, algunos estudios indig& incidencia ligeramente mas
elevada de esta enfermedad en las mujeres. Sildibipotesis no esta comprobada,
algunos estudios realizados en Francia, Tunez pt&gndican una relacion entre la

ingesta de OTA a través de la dieta y el desarddltumores renales y uroteliales. (45)

La OTA es también teratogénica, hepatotdxica, riéxima e inmunotoxica y esta
clasificada por la IARC (Agencia Internacional devdstigacion del Cancer) como
posible carcinbgeno humano clase 2B ya que protluneres renales en animales de

experimentacion. (45)

En cuanto a sus efectos genotéxicos, aunque lodiestde mutagenicidad con bacterias
eran negativos, algunos autores utilizando la ¢&crde post-marcaje con P, observaron
gue esta micotoxina incrementaba la formacion detad en el DNA de manera dosis-
dependiente, tanto in vitro como in vivo. Ademés,férmacion de aductos estaba
correlacionada con la aparicion de tumores, sinaggthen otros trabajos recientes
utilizando Ocratoxina A marcada con H, no se haroeimado evidencias experimentales

de que esta o alguno de sus metabolitos dieran dugauctos en el DNA. (45)
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1.2.6.2 Ocratoxina A y Café

La Unién Europea (UE) establecio en el 2004 untéimaximo de 5 pg/Kg de OTA en

el café tostado y molido y de 10 pg/Kg en el ingtaeo, limites maximos que fueron
ratificados en el 2005 y 2006, y que se mantierastahla actualidad. La Unién Europea
ha considerado que el riesgo de las micotoxinamreslevado a largo plazo que es

necesaria una regulacion especifica destinadauairesdi ingestion. (36)(42)

El problema se ha trasladado a los paises pro@sctpuesto que ahora se les exige sin
retraso una mejora en los sistemas productivosmypigla la proliferacién de los hongos
en el café. Estas medidas higiénicas suponen uproomso al desarrollo para muchos
paises. Asi, el limite que se ha establecido dagbSmplicaria un rechazo del 7% de las
importaciones de café verde, casi el total de érgeficios de la comercializacién de este
producto, lo que indudablemente implica poner empomiso el desarrollo de esos

paises. (42)

La formacion de la micotoxina se produce cuandouraggotamiento de los nutrientes
en el producto y se comienza a ver la formaciénstéma reproductivo del hongo, es
decir, la parte visible de la colonia, que pareoa agrupacién con filamentos que

recuerdan al algodon. (42)

Historicamente y antes de que los limites maxim®mdratoxina A para café tostado
molido e instantaneo fueran ratificados en el 2@@6 la Union Europea, algunos
gobiernos han establecido niveles maximos paratat@xina A en café tostado, soluble

y, en algunos casos, verde. Se proporcionan laedlekeen la tabla No. 5. (36)
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TABLA No. 5 LIMITES PARA LA OTA EN EL CAFE (ug/Kg) VIGENTES EN ALGUNOS
PAISES EUROPEOS

Pais Verde Tostado Instantaneo
Alemania - 3 6
Republica Checa 10 10 10
Espafa 8 4 4
Finlandia 5 5 5
Grecia 20 - -
Hungria 15 10 10
Italia 8 4 4
Paises Bajos - 10 10
Portugal 8 4 4
Suiza

FUENTE: FAO (2009)

1.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de métodos analiticos es el procesa pstablecer las caracteristicas de
funcionamiento, limitaciones del método y la idiicaicion de influencias que pueden
cambiar estas caracteristicas, cuando el métodtesarolla sin un problema particular
previsto. (37)

Como una actividad previa a la validacion tenensogue se conoce como la “puesta a
punto”, la misma que debe realizar el laboratoapapllegar a tener un conocimiento
general del método. Con esta actividad se consjgael método “funcione” dando unas
respuestas razonablemente aceptables y consist@)tes

Para ello, es necesario “afinar” el método en t@ilssapartados, prestando una especial
consideracion a los diversos parametros instrurteentke aplicacion, (p.e. longitudes de
onda, paso de celda, velocidad de aporte de mubstpreza de columna, temperaturas

de horno, intervalo lineal. etc). (2)
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Esta etapa puede convertirse para aquellos casdeseque no existan requisitos
“externos” (normativos, de clientes), en la fuedéeinformacién que nos permita fijar

objetivos de validacion para los parametros estiogia(2)

Los métodos necesitan ser validados o revalidaddéssesiguientes casos:

» Antes de su introduccion en el uso rutinario (meésodho estandarizados o
métodos disefiados o desarrollados internamente).

» Siempre que las condiciones dentro de las cualeséebdo ha sido validado
cambien por ejemplo, instrumento con diferentesataristicas. (cuando se
realizan algunos cambios en los métodos no esiaadas ya validados, se debe
documentar la influencia de tales cambios, y siexesario, se debe efectuar una
nueva validacion).

» Siempre que el método se cambie, y la variaciém festra del alcance original
del mismo. (26)(43)

La validacion incluye:

v La especificacién de los requisitos

v' La determinacién de las caracteristicas de losanéto

v" Una verificacion de que se pueden cumplir los stps al usar el método
v' Una declaracién de su validez (43)

La técnica para determinar el funcionamiento dem#todo puede ser una de las

siguientes o0 su combinacion:

Calibracion con el uso de normas o0 materiales féearcia
Comparacion de resultados obtenidos por otro(spaoés)
Comparaciones entre laboratorios

Evaluacion sistematica de los factores que infllyelos resultados

SRR NEENEEN

Evaluacion de la incertidumbre de los resultadosatbes en el conocimiento

cientifico de los principios tedricos del métodia experiencia practica. (43)



-28-

El laboratorio debera registrar:

v
v
v

Los resultados obtenidos
El procedimiento usado para la validacion, y
Una declaracion acerca de que el método se ajussa propuesto. (43)

Para las necesidades de los clientes deben seamtde el intervalo y la exactitud de los

valores que se pueden obtener de los métodos daidaomo son:

AR NN N SR

La incertidumbre de los resultados
Limite de deteccion

Selectividad del método

Linealidad

Repetibilidad y reproducibilidad
Robustez contra influencias externas

Sensibilidad cruzada contra interferencias de laimae la muestra. (43)

Conforme avance el desarrollo del método, se dédbear a cabo revisiones regulares

para verificar que se siguen cumpliendo las neadssldel cliente. Cualquier cambio en

los requisitos que necesiten modificaciones eragl de desarrollo debe ser aprobado y

autorizado. (43)

1.3.1 PARAMETROS DE VALIDACION DE UN METODO

La validacibn de métodos analiticos considera laluacion de los siguientes

parametros: (13)

1.

R

Selectividad
Linealidad
Precision
Exactitud
Sensibilidad

Robustez
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7. Incertidumbre de la medicion.

1.3.1.1 Selectividad

La selectividad se establece cuando la sefal pidaen la etapa de medicion puede ser
atribuida unicamente al analito y no a la presedeialgo similar o la coincidencia. La

selectividad y la especificidad evalian la confidad de las mediciones ante la

presencia de interferencias; la segunda se coasp@rlo general como un 100% de

selectividad. Las interferencias pueden dismirmiaumentar la sefial atribuida al

analito. (43)

En métodos cromatograficos, la selectividad delbdeefpuede ser confirmada con uno o
varios cromatogramas tipicos, mediante el tiempei@acion relativo del analito en estudio,

el cual es deducible desde el cromatograma. (13)

Para evaluar la selectividad la documentacionsagiegpuede incluir:

» Una lista de sustancias que puede ser encastragh la solucion de ensayo,
especialmente sustancias que puede ser causaldenas en la determinacion
cuantitativa.

» Tiempos de retencion para el analito erst@re y productos secundarios.

» Diagrama de un cromatograma tipico de una solud@dansayo y si es necesario el

diagrama de cromatogramas de soluciones de engago ([ 3)
1.3.1.2 Linealidad y rango lineal
Es el rango de concentraciones que va desde larnoemcentracion detectable y
cuantificable con total exactitud y precision (LO@Qasta la concentracion en la que la

curva de calibracion pierde su linealidad (limigelidealidad). (51)

Para su determinacion se prepara una serie deralsnoinco diluciones de un estandar,

comprendiendo los ambitos estudiados de trabajacaxceso de al menos 50% sobre el



-30 -

limite superior y un defecto de 50 % debajo detdininferior del valor referencial de medida,
las medidas de los puntos deben ser distribuidagakbequidistante posible sobre el rango
de trabajo, evitando ser concentrada tanto enrta paperior como inferior del rango, las
cantidades del analito y el valor de la informaci@ompafiante son usadas para

calcular los estimadores de regresion en un intedeaconfianza dado. (13)

Los documentos para evaluar la linealidad en lalacgdn puede contener la siguiente

informacion:

» Una tabla con las concentraciones de estanddizadats y su respuesta en cada punto
de la curva de calibracion elaborada.

» Una representacion grafica de los valoresdidos con la respuesta del equipo
y los valores de pendiente, ordenada al origenjiat@snes estandar y limites de
confianza.

» Rango de trabajo. (13)

1.3.1.3 Precision

Describe el grado de concordancia entre réplicasiel@iciones del analito en estudio,
gue se han realizado exactamente de la misma fgrmaje ademas el error aleatorio de
un andlisis. Para describir la precision de unwuoj de datos se usan principalmente
cuatro parametros: media, desviacion estdndaranzai y coeficiente de variacion.
Generalmente puede hablarse de precision en damints: repetibilidad vy
reproducibilidad. (28)

La repetibilidad, expresa la precisién obtenida para un grupo ddtae®s de un ensayo
llevado a cabo bajo las mismas condiciones de oijderadentro de un mismo
laboratorio, con el mismo equipamiento y realizagos el mismo operador, en un
intervalo corto de tiempo. También se denominaigi@t intra ensayo. Los ensayos
deben ser analisis independientes de muestrasuaghticodo el procedimiento analitico

desde la preparacion de la muestra hasta el cdlnalo(28)
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La repetibilidad se expresa en funcion de la deguieestandar de las mediciones que se

realicen y puede llevarse a cabo de dos maneras:

= Con un minimo de nueve determinaciones que se ettenedentro del rango de
concentraciones empleado durante el procedimigrgs,concentraciones / tres
replicas para cada una, o

= Un minimo de seis determinaciones al 100% de laardnacion del ensayo. (28)

La reproducibilidad, es la precisiébn bajo condiciones reproducibles lpocual los

resultados de los ensayos son obtenidos con elonisftodo, en diferentes laboratorios,
con diferentes equipos y diferentes operarios, asecdnoce como precision inter
laboratorios, se entiende por tanto que tiene igelacon trabajos o estudios

colaborativos entre laboratorios. (28)

La repetibilidad y la reproducibilidad generalmedipenden de la concentracion del
analito y por lo tanto se deben determinar parreiites concentraciones, estableciendo,

cuando sea relevante la relacion entre la conagditrg el coeficiente de variacion. (43)

El documento para evaluar en la validacion la fejidad y reproducibilidad puede

contener la siguiente informacion:

» Resultados en forma de una tabla de todas lasaiepes.
» Valor medio de las respuestas obtenidas.
» Desviacion estandar.

» Coeficiente de variacion. (13)
1.3.1.4 Exactitud
Es el grado de concordancia entre el valor medieb walor real, dado que es dificil

establecer un valor absoluto verdadero, se pudt@rdexactitud como la concordancia

entre el valor medido y el valor real aceptado) (39
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La exactitud se mide como el porcentaje de recgperalel analito aplicando el método
de ensayo, mediante el uso de muestras “spike”cgugtituyen muestras a las que se les
adiciona cantidades conocidas del compuesto ediestua su vez utilizando materiales
de referencia certificados. (MCR). (39)

La recuperacion, se evalua mediante la capacidad de un método dendear todo el
analito presente en las muestras, segun el alodelcenétodo. La mejor manera de
determinar la eficacia de extraccion del métodadisionar diferentes concentraciones
del analito a las muestras y procesarlas por ebanétompleto. Aunque es la manera
méas comun de cuantificar la recuperacion, el analiticionado puede no enlazarse tan
fuertemente a la matriz como el presente de manaiaral y dar como resultado la

impresion de una elevada eficacia de extracci@®). (4

La alternativa es efectuar el proceso con MR endfiiz deseada, si existen; si estos MR
han sido generados mediante caracterizacion de trasieraturales el estudio de

recuperacion representara con mayor precisiontta@ion de muestras reales. (43)

El documento para evaluar en la validacion la éxactpuede contener la siguiente

informacion:

» Una tabla mostrando las cantidades de sustaneadeterminada, la misma que
fue afiadida, pesada o la adicién de volumenes ldei@o estdndar con sus
respectivas concentraciones. El correspondiente wdbrmativo, el "verdadero" y
los valores medidos como recuperacion.

» Valor medio para el porcentaje de recuperacion. (13

1.3.1.5 Sensibilidad

La sensibilidad es el gradiente de la curva deuestp, o lo que es lo mismo, el cambio
en la sefial correspondiente a un cambio de comroétrde analito. Para el intervalo
lineal de un método, la sensibilidad correspontiependiente de la recta de calibracion,

y es un parametro objeto de seguimiento cuandtestlan calibraciones rutinarias. (43)
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Los parametros a evaluar en la sensibilidad soiiméle de deteccidon y el limite de

cuantificacion:

El limite de deteccién,llamada también “cantidad minima detectable” (LOBy, la

concentracién mas baja de analito en estudio qpesble detectar (no cuantificar) con
certeza. Se expresa en unidades de concentraaidulet8rminacion se efectia por
comparacion con la respuesta de un blanco o plasiredo positiva cuando la sefal

supere la relacion sefal/ruido en urtéaale 2 6 3. (13)(39)

El limite de cuantificacion, es la concentracibn mas baja de un analito queepsed

determinado con precision y exactitud aceptablego ltondiciones operacionales
establecidas para el método. Esta concentraciqorggrcional a una respuesta, que
después de haber aplicado el método completo,ues &gla media de la respuesta del

blanco (ruido) mas diez desviaciones estandar. (39)

1.3.1.6 Confiabilidad del método (Robustez)

La robustez de un método analitico correspondes aedtudios que indican el grado de
confiabilidad del ensayo ante cambios de variabteaunes, estos cambios pueden ser
ligeras diferencias operativas de equipos, analisédoratorios, fuente de columnas, etc,
este estudio puede ser retrospectivo, a partiroderdsultados histdricos obtenidos en
diferentes condiciones, pero en el caso de métoadesgos el estudio es efectuado por el

laboratorio emisor de la técnica. (13)

Es evidente que un método debe ser "sélido" (rejibtk) frente a cambios de
analistas o instrumentos, pero no necesariamehtegsi#lo frente a todos los cambios

que se estudien. (13)
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1.3.1.7 Incertidumbre de medicién

La palabra incertidumbre significa duda y por lmtéaen un sentido metroldgico,
“incertidumbre de medicion” significa la duda que $iene sobre el resultado
experimental obtenido al realizar una medicion) (38

“Incertidumbre es un parametro asociado con ellteebm de una medicién, que
caracteriza la dispersion de los valores que puedeonablemente ser atribuidos al
mensurando”, puede ser considerada como la estimagcie caracteriza el intervalo de
valores dentro de los cuales se puede encontraalet verdadero de la magnitud
medida, entendiéndose como valor verdadero aquel mpresenta la verdad
absoluta. (38)

Incertidumbre es la duda que se tiene del resultidana medicion por los errores
aleatorios de causas comunes presentes en el noereqtie se lleva a cabo la medicidon
mas todos aquellos que se heredan por otras catsdas, como los siguientes:

trazabilidad de los materiales de referencia, esranstrumentales, correcciones, entre
otras. (38)

Para estimar la incertidumbre existen diferente®dos, a continuacion se describe los

pasos que se pueden tomar como referencialesqaizar este célculo: (1)

PASO 1

Poner la expresién de la magnitud de salWdan funcién de todas las magnitudes de
entradaX;, (al menos seran aquellas que se miden directaragudrtir de las que se calcula
el resultado final; por ejemplo, si se mide el egpas, y el tiempo, t, para calcular la

velocidad, poner la expresion v = s/t): (1)

Ec.1.1 Y =f (X, Xo,.eee, %)
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PASO 2

Aplicar la ley de propagacion de las varianzasexfaesion determinada anteriormente:

Ec. 1.2 , N N1 N
c - u (Y):zciu (Xi)+zzzcicju(xiyxj)
i=1 i=1 j=i+1
Donde:

oY
Ec.1.2.1 Ci= [OT] Coeficiente de sensibilidad

Ec. 1.2.2 u(x;,X; )=u(x; Ju(x; )r(x;,x; )

y u(x; ) yu(x; ) son las incertidumbres tipicas asociadas a lasasbnes de entraday
X;, siendor el coeficiente de correlacion entre ambas magestut entrada, que siempre
se encuentra entre -1y +1. (1)

El coeficiente de correlaciom, se puede calcular a partir ae pares de valores
(pi, g) de las magnitudes de entraday X;, definidas comd® y Q en el caso concreto,
tomados simultdneamente: (1)

3 (p-PXG )

Ec.1.3 r=s( pa)=it

m(m - 1)

NOTA

a) En el caso de que todas las magnitudes de anfiad, X, sean independientes entre

si, y por tanto las (xi X )= 0, la expresion anterior se reduce a:

Ec.1.4 UZ(Y):ZCiZUZ(Xi)




-36 -

0

Ec L W(y)=2 U (y)

Debido a que la contribucién a la incertidumbréctiple la estimacidn de salida asociada
a cada magnitud de entradg?(y), es el producto de la incertidumbre de la estitmaci

de entraday?(x;), por su correspondiente coeficiente de sensikbilica(1)

b) Si ademas la expresion Wees aditiva Y=+X; £Xy, ..,£X, ), con todos los; iguales a

1, como es el caso habitual de medidas directagdidizadas con un instrumento que
nos da la indicacion en las unidades en que querexyresar el resultado; por ejemplo
medir voltios con un voltimetro, metros con undaaguna cinta métrica, masas con una
balanza, etc.), en las que las correcciones easel de que se hiciesen, se podrian poner
como cantidades a afiadir (£) a la indicacion, (@emplo, correcciones expresadas
como diferencia entre valor patrén e indicacioruercertificado de calibracion; también
se podria considerar aditiva, una correccion esl@amaomo un limite maximo
directamente en las unidades de la indicacion maama correccidén por temperatura que
no se realiza en una regla metélica estimada & gartin coeficiente de dilatacion lineal
maximo y una maxima diferencia de temperatura wepe la de calibracion). La

expresion se reduce a la siguiente: (1)

Ec.l6 | U(y)=2 u(x) =2 u; ()

PASO 3

Calcular la incertidumbre tipica asociada a cagau(x;), considerando todas las
contribuciones asociadas. Para ello, si cadauede ser considerada como variable de
medida directa con todas las correcciones adifwaso b de la NOTA del paso 2) se

seguira la siguiente secuencia: (1)
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Establecer tan detalladamente como sea posibtalessas de incertidumbre que afectan a

la medida realizada, asociadas a cada factor quetdéamina: (1)

De tipo A (si ha habido repeticion de medidasxgdg no se considera la contribucion de
tipo A sobre la funciérY) y de Tipo B (posibles causas de incertidumbre a considerar
para distintos tipos de medida y que conviene denar su posible influencia, ademas de

aquellas otras que especificamente sean signfasti(1)

NOTA.- Cuando se esté determinando la incertidunaiseciada a una calibracién no
deben considerarse las causas de incertidumbrelaiga las caracteristicas del
instrumento a calibrar, salvo aquella que tengduentia en el momento de la
calibracion (p.e. resolucion) ya que se trata deaatarizar un procedimiento

independiente de este instrumento. (1)

Evaluar la contribucion de cada componente dedariidumbre:

a) Las componentes de tipo A seran estimadas agticanétodos estadisticos. Para ello

se seguiran los siguientes pasos:

* Se realizard una serie de medidas de la magnituX; correspondiente
[identificada comoQ (th, &, ..., G )], segun se defina en el procedimiento de
calibracion o medida correspondiente.

» Se calculara la media aritmética, como mejor estondel valor verdadero de la

estimacion de salida: (1)

Ec.1.7 A

* Se calculard la varianza experimental de la sedendmedidas realizadas

mediante:
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Ec.1.8 Z(qk-af

s2(q )=X=L
)

* ylavarianza de la media

L Y@
Ec19 | s'(a)=" r(]q) = k:rll(n_l)

* Laincertidumbre asociada a esta estimacion es:

Ec.1.10 u(q)=s(q)

NOTA 1- Calibraciones - Si el numero de mediciomess pequefionk 10), la
evaluacion de tipo A expresada por la ecuacionriantpuede no ser fiable. Si no se
puede aumentar el nimero de observaciones delmal@narse los grados efectivos de
libertad. (1)

Ensayos -En general, es razonable suponer una distributadmal que proporcione un
intervalo de cobertura con el nivel de confianza9%86 cuando el modelo es lineal en

las magnitudes de entrada y se cumple alguna dglaientes posibilidades: (1)

» Existe una contribucién Unica y dominante a la iitidembre, que se origina de
una distribucién normal, y los correspondientesigsade libertad son mayores
de 30.

» Las tres principales contribuciones son de tamaidas y los grados efectivos

de libertad son mayores de 30. (1)

NOTA 2- En ocasiones, cuando la medicién esta ctameente caracterizada y bajo
control estadistico, es posible que se dispongaurde estimacion combinada de la

varianza (por ejemplo, de repetibilidad) que caracterice mejor la dispersién que la
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desviacion tipica estimada a partir de un numendddo de observaciones. En este caso,
si el valor de la magnitud de entra@Qase calcula como la media aritmétigade un

namero pequefim de observaciones independientes, la varianzatdereslia aritmética

podra estimarse como: (1)

Ec.1.11 s? @):ir:]

b) Las componentes de tipo B seran estimadas baséued el certificado de calibracion,
la experiencia, recomendaciones de fabricante, 8. estimaran a partir de la
informacion disponible o, cuando no se dispone tla mformacién, se estimara la
incertidumbre maxima de las componentes; en esteu¢a ) puede ser dada por la regla

practica siguiente: (1)

limite maximo de la componente
u(x; )=
Ec.1.12 V3

Para el caso que se estime una distribucion dedsibles valores de tipo rectangular, o,

en caso de distribucion triangular: (1)

Ec.1.13 _ limite méximo dela componené

U(Xi)_ \/g

Componer todas las contribuciones, tanto de Tiporo de Tipo B, cuadraticamente:

Ec.1.14 u*(y)=2u’(x;)=2Zuy (y)

NOTA - En el caso de que cadano pueda ser considerada como variable de medida
directa con todas las correcciones aditivas, Seaafl| para dicha variable, lo establecido

en el paso 1y paso 2 hasta llegar a variablesyu@lan con lo anterior. (1)
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PASO 4

La incertidumbre tipicay(y), asi calculada puede no haber tenido en cuerddiptr de
contribuciones que habria que afadir en este monfpot ejemplo la contribucion de
Tipo A, si habiendo habido repeticiones de mediatase ha considerado ya enugs(y)

- iNo considerarlo en los dos sitios pues seriasidenar dos veces la misma
contribucién!; Asimismo, se debiera analizar si hantribuciones que no se han
considerado en lasi(y) ya sea porque no se puede estimar su contribadié mismas
y si al resultado final o porque esta Ultima estidra es mejor o semejante y mas
coémoda de considerar en funcion de los datos dislesn repetibilidad, reproducibilidad

de la determinacion a realizar, en su caso). (1)

Ec.1.15 | U? (y)roraL = U (y) + X (otras contribuciones)

PASO 5

Célculo de la incertidumbre expandida de medida:

A partir de la incertidumbre tipica total se exprésla incertidumbre de medida como un
intervalo de incertidumbre simétrico alrededor a@e$timacion de salidg)(dentro del
cual se estima que se encontrara el valor verdatieta medida realizada, con un factor
de coberturak). (38)

Este intervalo se determina multiplicando la indernbre tipica totalu(y)roraL, por un
factor k (factor de cobertura). Este factor sera, usual&n®, si podemos atribuir al
mensurando una distribucion normal y la estimaaditen salida tiene la suficiente
fiabilidad. La incertidumbre expandida asi calcalarresponde a una probabilidad de

cobertura de aproximadamenteQs9o. (38)

NOTA: Si no se cumple alguna de las dos condiciofregmalidad y fiabilidad
suficiente), el factor usual de=2 puede producir una probabilidad de cobertura imfer

al 95%. En estos casos, para garantizar que latithombre expandida se corresponde
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con la misma probabilidad del 95%, tiene que w@iBe el procedimiento siguiente:
Cuando se cumplen condiciones del Teorema CenghlLinite (la distribucion
resultante de varios componentes derivados deibdistbnes bien definidas -p.e.
normales, rectangulares, triangulares,...- es nyreldactor de cobertura se estima en la
tabla del anexo No.5 en funcion de los grados igfexde libertadyer, de lau(y)roral,

gue se calculan segun la siguiente férmula: (38)

_ u'(y)
T ul(y)
)

i=1 i

Ec.1.16

Por tanto, la incertidumbre expandida se expre$aga:

Ec.1.17 U ==Kk x u(yyroraL

PASO 6
Céalculo de la estimacioén de salida

Es la media de la serie de determinaciones deltadsurealizadas a partir de las
estimaciones de entrada corregigas- x; + corr;, dondex; es la media de la serie de
medidas de; realizadas para determinar cada resultadory es la correccion a realizar

para la indi(:acic')r;i del equipo. (1)

NOTA: (1) Se entiende por correccidmrr;, la cantidad que hay que sumar al valor
obtenido,x;, para obtener el valor convencionalmente verdadexodeterminacion de
corri, se puede deber a una correccién simple o altageulde un conjunto de
correcciones. Son posibles fuentes de correccidncegtificado de calibracion
(COITcaiibracion = Xipatron - Xilectura equipd, 1@ dilatacion de un material, la variacion can |

temperatura de la resistencia eléctrica de un elemetc. (38)
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NOTA: (2) En caso de que no se realicen corr@edp dichas correcciones no
realizadas se tendrdn en cuenta (en su maxima aeghim) para aumentar la
incertidumbre expandida. (38)

PASO 7

Expresion del resultado final

El resultado final de una medida se expresa pestimacion de salidg con el intervalo

de incertidumbre para un factor de cobertlirtadado (usualmente =2 para una

probabilidad de cobertura del 95%); mediante lae&sipn: (38)

Ec118 |Y* U (indicando siempre el valé

En los procedimientos especificos de calibracidn ngedida en que sea aplicable, se
incluird, o se hara referencia concreta, un asatlsi las incertidumbres asociadas a los
resultados cuantitativos de la calibraciéon o medmi@siderando los equipos, variaciones
maximas de las magnitudes de influencia que adehiprocedimiento, método, etc. Se

indicaran las contribuciones a considerar (fuedtes$ncertidumbre y los métodos para
valorar las incertidumbres tipicas asociadas, nant® observaciones en caso de
repeticion, etc.) y la expresion para su composicifl calculo de las incertidumbres se

podra realizar en registros especificos en los spieuantifiquen los limites de las

contribuciones y se compongan determinando, emsu, cina tabla o expresion a aplicar
para cada resultado concreto que se obtenga eralib@cion o medida siguiendo dicho

método. (1)(38)

Para mayor claridad, es recomendable presentattaims referentes a este analisis en
forma tabulada. En la tabla, las magnitudes dekpresarse mediante un simbolo fisico,
Xi, 0 un breve identificador, indicando para cada dmallas, como minimo, el valor de

la estimacion de entrads, la incertidumbre tipica asociada a ésig;), el coeficiente

de sensibilidadg;, y las diferentes contribucionas, (y), a la incertidumbre tipica(y).
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Asimismo debe indicarse la dimension de cada magnjtinto con los valores que se

facilitan en la tabla. En el anexo No.6 se ofretejemplo de este tipo de tabla. (38)

NOTA: En el procedimiento, los valores se indicafor su expresion, criterio o
referencia a ellos, salvo cuando el valor sea aotstpara todo el alcance del
procedimiento (se indicara). En los registros datwdo concreto se expresaran los

valores numeéricos en lo posible. (38)

1.3.2. MATERIALES REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DEENSAYOS DE
LABORATORIO

1.3.2.1 Material de referencia

Un material de referencia(fotografia No. 6), segun la guia ISO 30 [ISO, 1982 un
“material o sustancia que tiene una o varias depsopiedades suficientemente bien
establecidas para calibrar un aparato o instrumerglidar un método analitico, o

asignar valores a un material o sistema”. (41)

FOTOGRAFIA No. 6 MATERIAL DE REFERENCIA

Los Materiales de Referencia, tienen una gran itapora ya que son un componente
clave de todo programa de calidad. En el campaddddicion Analitica se recurre a

materiales de referencia para garantizar la exdctitajustarse a un sistema valido de
medidas. (25)
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Un material de referencia puede presentarse bdjortaa de un gas, un liquido o un

sélido, puro o compuesto. Ejemplos: el agua parealdracion de viscosimetros, el

zafiro que permite calibrar la capacidad térmicaa&orimetria, las soluciones utilizadas

para la calibracién en los andlisis quimicos, soh&s para analisis quimico, agua para
calibracion de un refractbmetro, mezclas de ggsa@ara analisis microbioldgicos y

otras. (29)

Para que no exista la ambigiedad cuando se trateatkriales de referencia se han

consagrado algunos términos practicos, los cuales s

« MATERIAL DE REFERENCIA INTERNO ("Internal Referencéaterial”
IRM): Es todo material preparado por un laboratquara su exclusivo uso
interno.

e MATERIAL DE REFERENCIA EXTERNO ("External Referencklaterial”
ERM): Es el suministrado por un laboratorio ajehded propio usuario.

* MATERIAL DE REFERENCIA ESTANDAR ("Standard ReferendViaterial”
SRM): Es aquel material de referencia certificadw pntidades reconocidas

internacionalmente. (25)

Los requisitos que debe satisfacer un Material éieri@ncia para poder comercializarse

se pueden agrupar en 2 categorias: (25)

1. Requisitos basicos

2. Requisitos adicionales

1. REQUISITOS BASICOS

» Homogeneidad: Se refiere a que para un mismo material, no exdif@rencias
en el valor certificado ni en la matriz, o entre gentro de diferentes frascos,
ampollas. En rigor, este requisito basico solo wmpie para las sustancias de

referencia ultrapuras, por lo que en los demasschag que admitir un cierto
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grado de falta de homogeneidad, pero la exacteudsivalores certificados debe

indicar este hecho. (25)

» Estabilidad: El material preparado debe ser estable en el Gefsp debe incluir
la fecha de caducidad, si procede) asi como perseaititransportado. El cliente
debe conocer durante cuanto tiempo permanece esialsbe su recepcion y
desde que se abre el recipiente. La estabilidadxtiende a los parametros

certificados y a la matriz. (25)

» Exactitud y trazabilidad: Los materiales de referencia certificados se usaa p
verificar los resultados analiticos o para calibmastrumentos. Para ambas
aplicaciones la exactitud y la trazabilidad de kedocertificados son exigencias
basicas. Dichos valores deben dar la mejor apraiémaal valor verdadero; de
ahi que los métodos empleados para la certificagérdan aquellos que

proporcionen la mayor exactitud posible. (25)

La trazabilidad con las unidades fundamentalesfgigrque la unidad de medida
puede ser relacionada con las unidades interndeogajue los valores medidos

se relacionan correctamente con aquella unidadl. (25

2. REQUISITOS ADICIONALES

» Similitud con la muestra real: Si el material de referencia se usa para
comprobar la exactitud de un procedimiento analitcpara llevar a cabo el
calibrado, la matriz del material de referenciaedsbr tan parecida como sea
posible a la de las muestras a analizar. La prejgarade un material de
referencia presenta con frecuencia el problemauddajmatriz introduce riesgos
de falta de estabilidad y homogeneidad del mateAal, este requisito de
semejanza de matriz es facil de cumplir para a@sdlis metales o minerales, pero
mucho mas complicado en el caso de muestras aralgignfcontaminacion),

alimentos o bioldgicas. (25)
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» Precision: Cualquier valor certificado va acompafado del grdelincertidumbre
inherente al mismo. Dicha incertidumbre ha de @empequefia como sea posible,
para lo cual, en el proceso de certificacion, demglearse un gran niumero de

resultados obtenidos por diferentes procedimieamtaditicos. (25)

1.3.2.2. Material de referencia certificado (MRC)

Un material de referencia certificado[ISO, 1992], es un “material de referencia que
tiene certificados uno o varios de sus valores ke @ mas de sus propiedades por
procedimientos técnicamente validos llevados a @avain organismo competente’. La
principal diferencia entre un MR y un MRC es eltiieado asociado al MRC emitido
por un organismo competente, no se trata ‘Unicaghelet un certificado, sino que este
certificado garantiza que un MRC sea desde un pdetovista practico, la mejor
referencia posible en la verificacion de la tralldhd de un método analitico. (41)

Los MRC se preparan en general en lotes en lodoguealores de sus propiedades se
determinan, dentro de los limites de incertidumbdicados, por medio de mediciones

sobre muestras representativas del lote enterp. (29

Certificado de un material de referencia:Documento que acompafa a un material de
referencia certificado, que indica uno o mas vala® sus propiedades, su incertidumbre
y confirma que han sido realizados los procedim®mecesarios para asegurar su

validacion y trazabilidad. (29)

Los MRC pueden ser:

» Soluciones patréon y mezclas de gas, a menudo pegmigravimétricamente a
partir de sustancias puras y utilizadas para eadibn.

» Sustancias puras caracterizadas por la purezaapuita trazas de impurezas.

« MR matriciales, caracterizados por la composici@ada material puede
prepararse con matrices de materiales naturalesantengan los componentes

de interés o con mezclas sintéticas.
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* MR fisico-quimicos, caracterizados por sus progledacomo la viscosidad o la
densidad oOptica.

* Objetos o artefactos de referencia, caracterizpdo$as propiedades funcionales
como el gusto, el olor, la dureza, el indice deamat este tipo incluye

especimenes microscopicos. (29)

1.3.2.3 Patron de trabajo

Patron que se utiliza corrientemente para calibrar controlar dispositivos o

instrumentos de medicion, asi como también maésridé referencia. (44)

Un patrén de trabajo es habitualmente calibrado wompatrén de referencia (Patron,
generalmente de la maxima calidad metroldgica didp® en un lugar dado, del cual
derivan las medidas efectuadas en dicho lugar).dfar parte cuando un patron de
trabajo es utilizado corrientemente para aseguter lgs medidas estén realizadas

correctamente se denomina patron de control. (16)

1.3.3ENSAYO INTERLABORATORIO

La validacién seria incompleta sin alguna refermciicional, por lo que es necesario el
uso de los estudios colaborativos interlaboratodomo un medio de evaluar los
atributos de un método, la habilidad de los arajstos valores de referencia de un

material, 0 comparar métodos de andlisis. (32)

Se denominan comparaciones interlaboratorios a riganzacion, realizacién y
evaluacion de ensayos sobre el mismo item de ersagbre items de ensayos similares,

por dos o0 mas laboratorios de acuerdo con condisipredeterminadas. (40)

Un ensayo interlaboratorios consiste en una seriengayos (determinaciones), de una o
mas caracteristicas (analitos), que se realizagpemntlientemente, por un grupo de

laboratorios, sobre una submuestra tomada en foafeatoria de una muestra
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homogénea, distribuida simultaneamente a los l&édmiwa participantes, con diferentes

propositos. (11)

Las ventajas de este tipo de ensayo son:

Evitar el rechazo de lotes con las pérdidas ecarasrgue conllevan.

Conocer la precision de los resultados que se gengrsu relacion con las
especificaciones pactadas.

Generar confianza en las metodologias de contte partes.

Bajar los costos de control, al minimizar frecuandie analisis, pasando de

control total a control aleatorio. (11)



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en ebiabrio de Servicios Analiticos e
Investigacion en Alimentos (LSAIA), Seccién Residuboxicos del Departamento de
Nutricion y Calidad (DNC) (fotografia No. 7), de kstacion Experimental Santa
Catalina (EESC) del INIAP.

FOTOGRAFIA No. 7 DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDA D (INIAP)

2.2MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIA PRIMA

La materia prima se obtuvo con la colaboraciéradentpresa de elaborados de café, ‘EL
CAFE C.A.”, la misma que estuvo constituida por § #e granos de café verde, los
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materiales de referencia se adquirieron por medib Fsbod Analysis Performance
Assessment Scheme (FAPAS).

2.2.2

2.2.3

MATERIALES DE LABORATORIO

Probetas de borosilicato de 10 mL a 1000 mL

Balones volumétricos de 5 mL a 2000 mL

Vasos de precipitacion de borosilicato de 10 mi0D@0ImL

Embudos de filtracion de vidrio

Pipetas volumétricas de 4 mL

Vasos de vidrio para licuadora de 500 mL

Tubos de ensayo de vidrio con punta cénica dell5 m

Sistema de extraccion al vacio

Gradillas porta tubos de ensayo

Espatula de metal

Micropipeta automatica de 100 a 10d0y de 10 a 10Q.L

Puntas para micropipeta automatica

Papel filtro de 12,5 cm de diametro Whatman 4 dvedgnte

Membrana HV (Durapore) EM PVDF, 0,45 um de poro,mn de diametro,
blanca lisa

Membrana HV (Durapore) EM PVDF, 0,2én de poro, 25 mm de didmetro,
blanca lisa

Membrana de fibra de vidrio tipo APFB

Jeringuillas de polipropileno de 10 mL y 60 mL ddwsbles

Columnas de inmunoafinidad para purificacion de (fiesuperacior 90%)

EQUIPOS
Molino (Thomas Wiley)

Balanza de dos digitos de capacidad para 4200rgcyspn +0.01 g ( Shimadzu
UW4200H)
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- Balanza analitica de capacidad de 220 g y precid®r0.1 mg (Shimadzu
AUX220)

- Evaporador de muestras.

- Bafio Maria (Memmert)

- Equipo de Extraccion en fase sélida al vacio (Véaxter

- Agitador de Tubos (Maxi Mix II)

- Bafio Ultrasonido (Cole Parmer)

- Equipo HPLC (Agilent 1200 series)

- Licuadoras (Osterizer)

- Bomba de vacio (GE-MOT-012)

- Plancha Agitadora / calentadora (Cole Parmer)

- Cronémetro digital (Thomas Scientific)

- Espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu 2201)

2.2.4 REACTIVOS

- Aguatipo |

- Bicarbonato de sodio grado p.a. pureza del 99,9%
- Acetonitrilo grado HPLC

- Metanol grado HPLC

- Metanol grado p.a. 99.8%

- Cloruro de Potasio grado p.a. pureza > 99.5%
- Cloruro de sodio grado p.a. pureza > 99.5%

- Dihidrégeno fosfato de potasio anhidro

- Hidrogeno fosfato disédico anhidro

- Acido Acético grado p.a. pureza del 99,8%

- Tolueno >99, 9%

- Gas Nitrégeno 99.9% de pureza

2.2.5 ESTANDARES

- Estandar Ocratoxina A pureza > 98% (Sigma 01877)



-52 -

2.3 METODOLOGIA

Los analisis de laboratorio se realizaron tomaraioareferencia el método oficial de la
AOAC 2004.10 (2005), que corresponde a la detexondm de Ocratoxina A en café
verde utilizando columnas de inmunoafinidad y Crmgeafia Liquida de Alta
Resoluciéon (HPLC), método que fue adaptado y vdtdéd)

El método seleccionado esta basado en la utilimat@dcolumnas de inmunoafinidad que
poseen anticuerpos monoclonales especificos pars, @Tnologia que es altamente
especifica, sensible, rdpida en relacién a lastegras tradicionales de purificacion. En
este método la OTA es extraida de la muestra dacisnes de metanol con bicarbonato
de sodio, la misma que es aplicada sobre la coluenamunoafinidad que atrapa a la
toxina, la columna es lavada para eliminar todas itderferencias, y la OTA es

recuperada de la columna con una solucion metkntaxina recuperada es cuantificada
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPL@)lizando una columna de fase

reversa C18 y detector de fluorescencia.

2.3.1 FASE DE LABORATORIO

2.3.1.1 Procedimiento

A. PREPARACION DE REACTIVOS

* Solucién Buffer Fosfato Salino PBS 0.1%: Transfesuantitativamente e
individualmente 0.2 g de dihidrégeno fosfato deapmt, 1,5 g de hidrogeno
fosfato disodico dihidratado, 8.0 g de cloruro aelig, 0.2 g de cloruro de
potasio, en un balén volumétrico de 1000 mL conaplet volumen con agua
purificada y homogenizar.

e Solucion Bicarbonato de Sodio al 3%: Pesar 30 gbidarbonato de sodio,
transferir a un balén de 1000 mL y completar eummn con agua purificada y
homogeneizar

* Solucién de Extraccion: Solucion de metanol: bioadio de sodio al 3% (v/v).
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Solucion fase movil. Acetonitrilo:Metanol:Acido Ao 0,2% en agua
bidestilada. 40:30:30 (v/v/v).

B. MOLIENDA Y PESAJE DE LA MUESTRA

a)

b)

c)

d)

Moler 2 Kg. de granos de café verde en el molingtemer un tamafio de
particulas de 1mm.

Colocar un frasco de vidrio de 500 mL, con numeeoidkentificacion de la
muestra sobre la balanza, encerar la balanza.

Pesar 25 gramos de muestra previamente homogermnagldrasco de vidrio con
la ayuda de una espatula.

Llevar el frasco de vidrio con la muestra hacimgar de extraccion.

C. EXTRACCION DE LA MUESTRA

a)

b)

C)

d)

Adicionar a la muestra 200 mL de solucion de Mettdnicarbonato de sodio 3%
(1:1, viv).

Colocar el frasco en la licuadora, asegurar el misnmomogeneizar durante 5
minutos a alta velocidad.

Filtrar la muestra por gravedad usando papel fijtromembrana de fibra de
vidrio.

Tomar 4 mL del filtrado y transferir a un balon wwlétrico de 100 mL, aforar a

100mL con la solucién tampon PBS 1% y homogeneizar.

D. PURIFICACION DE LA MUESTRA.

a)

b)

d)

Adaptar una jeringa de polipropileno de 60 mL a uoelumna de
inmunoafinidad y conectar al sistema de filtracbracio.

Pasar cuantitativamente el contenido del balonGfeML por la columna, dejar
pasar a través de la columna controlando el flajped embolo.

Lavar la columna con 10 mL de agua y dejar seceollanna.

Desconectar la columna del sistema de vacio yapghiesion positiva.
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e) Sustituir la jeringa de plastico de 60 mL por usrdnga de plastico de 10 mL.

f) Transferir 4 mL de metanol grado HPLC por la jeainde vidrio, eluir la
Ocratoxina A utilizando presion positiva y contrada el flujo por medio del
embolo de la jeringa.

g) Evaporar el eluido a sequedad utilizando nitrégembario de agua con agitacion
y control de temperatura a 50°C.

h) Redisolver los residuos obtenidos en la etapa d#igagion con 300uL de
metanol grado HPLC, agitar utilizando un agitader tdbos y en un bafio

ultrasonido por 5 minutos.

D.CUANTIFICACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC).

Inyectar 2QuL en el HPLC (Agilent 1200) bajo las siguientesdiciones:

o Columna: C18 (150 x 4,6 mm), tamafio de partical&gm

o Temperatura de Columna: 30°C

o Detector de Fluorescencia: Longitud de Onda det&sidn 330 nm, Emision.
475nm

o Fase movil: Acetonitrilo:Metanol:Acido Acético 0.286 agua (40:30:30 v/v/v)

o Flujo: 1mL /minuto

o Volumen de Inyeccion: 20L

F. CALCULOS Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La cuantificacion se realiza utilizando una cureacdlibracion realizada previamente en

el equipo y utilizando la siguiente formula:

(ABC)
OTA(L/ ka) =~
Ec.2.1 AT (DE)

A = &rea del pico correspondiente a OTA de la nmaest

B = concentracion de OTA (ngl) de solucion estandar
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C = Volumen final de muestral()

D = area de el pico de OTA en la solucién patrén

E = peso de la muestra representada en la sol(gion

2.3.2TRATAMIENTO ESTADISTICO

2.3.2.1 Linealidad y rango lineal

La linealidad del método se evalu6 relacionandonaion de respuesta del equipo con
la concentracion de estandares certificados det@d@na A, utilizando el esquema que

se presenta en la tabla No. 6:

TABLA No. 6 ESQUEMA PARA LA EVALUCION DE LA LINEAL IDAD DEL METODO

CONCENTRACION
ESTANDAR

RESPUESTA DEL EQUIPO

Dia 1l Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Py

P2

P3

P4

Ps

Con los resultados obtenidos se realizé el estddigegresion lineal, evaluando los

siguientes parametros:

» Coeficiente de correlacion (r) :

Ec.2.2

SXy—2x3y/n

|

Zx? —(ZX)ZTTZyZ oy

n

Donde:

n= numero de mediciones

x= Concentracion (ng/mL)

y= Area (LU)
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Pendiente (m):

_2Xy—-2xzy/n _ Syx
m= =
Ec.2.3 52 (Zx) Sxx
n
Intercepto (L):
Ec.2.4 L= M mx
n

Desviacion estandar de la pendiente (Sm):

Ec.2.5

Desviacion estandar del intercepto (SL):
2 2
Ec.2.6 SL= /sz Z;( _s Z;(

Error Tipico (Sy,X) :

Ec.2.7 > (y-9)

Limite de confianza de la pendiente:

Ec28 m: mzt.Sm

Donde:

t= Valor de t de la distribucion tstedent con n-2 grados de libertad (t tabla)
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» Limite de confianza del intercepto :

Ec.2.9 [L:L+tSL |

* Prueba t-student para el coeficiente de correlacion

Hipotesis nula (Ho):No correlacion entre X (concentracion) e Y (area Q)
Hipdtesis alterna (H1):“r" NO debe ser significativamente diferente de (n+ 0)
Criterio de aceptacion: El valor de tcalculado (tr) debe ser mayor a ttabéahipotesis

nula se rechaza, existiendo una correlacion lisigaificativa. Por lo tanto 1.

r|*vn-2

Ec.2.10 tr =
J@-r?)

2.3.2.2 Limite de deteccién

Utilizando el estudio de regresion lineal, se edallimite de deteccion con la siguiente

relacion:

Ec.2.11 | LD=3L/m |

L = intercepto

m = pendiente

2.3.2.3 Limite de cuantificacion

Utilizando el estudio de regresion lineal, se edadl limite de cuantificacion con la

siguiente relacion:

Ec.2.12 | LC=10L/m |

L = Intercepto
m = pendiente
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2.3.2.4 Precision (repetibilidad y reproducibilidad)

El estudio de repetibilidad y reproducibilidad sealizé utilizando muestras
artificialmente contaminadas con OTA (muestras egpik materiales de referencia

certificados de café verde, mediante el esquemaepeesenta en la tabla No. 7.

TABLA No. 7 ESQUEMA PARA EL ESTUDIO DE LA REPETIBIL IDAD Y
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Respuestas
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

NIVEL Repeticiones

R1
P1 R2
R3
R1
P2 R2
R3
R1
Ps3 R2
R3

Mediante estos resultados se realizdé un analisisadanza y se evalud la desviacion
estandar de la repetibilidad $ la desviacion estandar de la reproducibilidad B

analisis de varianza se realizé mediante el esquemae presenta en la tabla No. 8.

TABLA No. 8 ESQUEMA PARA EL ANALISIS DE VARIANZA

Andlisis simple de la varianza
Origende la |Grados de Sumas de diferencias Diferencias
varianza libertad (v) cuadréticas (SDC) cuadréticas
medias
(DCM=SDC/v)
Entre niveles v, =k -1 TN o % _SDG
(Between) SDG, = Z:l: p(Xi - X) DCM, = k-1
Dentro de niveles vV, =n-k K& -\ _SDG,
(Within) SDG, =Z;,, 1(><u- -x [ | pewm, = S
i=l j=
Total v=n-1 k P -\2 _SDCG
(=v+v,) sbG ZZZ(X” _X) PEM, = n-1
i=1 j=1
(= sbc, +SDG, )
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Las diferencias cuadraticas medias (DCM) son Iggedivas varianzas.

La desviacion estandar de repetibilid&] §e calculo con la siguiente ecuacion:

Ec.2.13 Sr _ DCMW

Utilizando la $se calculo la desviacion estandar relativa detitgfiéad RSDr:

Ec.2.14 RSD :(ijxloo

X

La desviacion estandar de reproducibilidag) €:

Ec.2.15 SR — Sr2 + SE

Donde:

_ DCM ,-DCM,,
p

Ec.2.16 | S

Siendo el denominadop)igual al nimero de observaciones que se reatiada dia (en
cada nivel), cuando es el caso de un disefio expetain homogéneo de factores
(totalmente anidados) como el que se ha planteado.

Utilizando la & se calcul6 la desviacion estandar relativa deocmibilidad RSIR:

RSO, = (i) x100

Ec.2.171 X
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2.3.2.5Exactitud

Se calculd el porcentaje de recuperacion en cada@mhos niveles expuestos en la tabla

para el analisis de la repetibilidad y reprodudadaidl mediante la siguiente formula:

Ec.2.18 Cobtenido><

Cesperado

% Recuperaciore 100

C obtenido€S €l resultado obtenido.

C esperad®S €l valor tedrico del mismo.

2.3.2.6 Selectividad

Este parametro se establecié bibliograficamentes plimétodo seleccionado cuenta con
informacion sobre su selectividad y las interfer@hcue se conocen, ademas se utilizo
columnas de inmunoafinidad con anticuerpos monaddsnespecificos para OTA, que

permiten separar al analito de las interferenaiadyxidas por la matriz.

2.3.2.7 Incertidumbre

Este parametro de la validacion se lo establegidiesido los pasos sefialados en la parte
tedrica del presente trabajo: la expresion finaladmcertidumbre se establecié con las

siguientes formulas:

» Incertidumbre tipica combinada (u):

Ec.2.19 u(y)=\/ici2u2(xi)+2§iciCju(xi’xj)

i=1 j=itl

oY
Ec.2.19.1 | G= {W} (Coeficiente de sensibilidad)
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* Incertidumbre expandida (U):

Ec.2.20 U= K. u(YroraL

Siendo el factor de cobertura k=2.



CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA

Una vez escogida la metodologia se procediéo azesafiruebas en el laboratorio,
estableciéndose las condiciones del proceso désiandla estandarizacion del método
para la determinacion de Ocratoxina A en café vewndiizando columnas de
inmunoafinidad y Cromatografia Liquida de Alta Rasmn (HPLC) se realizdé con un

estandar de Ocratoxina A pureza >98%.

Para establecer las condiciones del sistema crgndditto se realizaron pruebas en el
equipo, tomando como referencia la técnica de siegdara Ocratoxina A en café verde

(método AOAC 2004.10), obteniendo los siguientedamatros de trabajo:

e Longitud de Onda: Excitacién 330 nm, Emisién 475 nm

e Flujo: ImL/minuto

* Presion: 73 Bares

* Temperatura: 30 °C

* Volumen de inyeccién: 20 puL

« Fase movil: Acetonitrilo: Metanol: Acido Acéti€2% en Agua (40:30:30 V/v/v)

3.2 LINEALIDAD Y RANGO LINEAL

Para evaluar este pardmetro se utilizé un estatel@cratoxina A de pureza > 98%, a
partir del cual se preparé una solucion madre dsimm, inyectando un volumen
determinado de solucion de Tolueno: Acido Acéti@®:1 v/v), de acuerdo a la

concentracion requerida, la determinacion de laceotnacion exacta de la solucién
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madre de Ocratoxina A se realiz6 utilizando el egpéotometro UV-VIS de acuerdo al
método AOAC 970.44 (2005).

A partir de la solucién madre de Ocratoxina A met#iadiluciones sucesivas, se prepar6
un estandar de trabajo para elaborar las curvasld®acion, este estandar se ajusto a
una concentracion de 50 ng/mL. Partiendo de edtidéno se prepararon 5 estandares

mediante diluciones con metanol, en las conceitnasi que se observan en el cuadro
No. 1:

CUADRO No.1 PREPARACION DE ESTANDARES PARA CURVAS DE CALIBRACION DE
OTA. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIG ACION EN
ALIMENTOS (LSAIA).DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD.

ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGL AGUA.
ABRIL DEL 2009.

Volumen de solucién OTA| Volumen de Metanol| Concentracion de
(pL) (pL) OTA (ng/mL)
2000 0 50
1000 1000 25
500 1500 12,5
126 1874 3,15
62,4 1937,6 1,56

Una vez preparados los estandares se realizarom cimvas calibracion, para lo cual se
inyectd cada estandar por triplicado en cinco dif@sentes. Los resultados promedios de
la curva de calibracion de OTA para el dia 1 sestran en el cuadro No 2:

CUADRO No.2 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CAL IBRACION DE OTA
PARA EL DIA 1. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Concentracion ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
Curva l 09,7948 21,6514 86,3774 176,4011] 356,1604

Con base a los resultados obtenidos en el cuadr@, Ne grafico la concentracion de
OTA (ng/mL) versus el area (LU) para el dia 1.
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CURVA DE CALIBRACION OTA DIA 1

y=7,1477x-1,7416

400 5
350 - / R™=1
300
2 250 -
< / —&—Valores Y
l 200 .
< 150 Lineal (Valores Y)

100 -

50

o

0 10 20 30 40 50 60
CONCENTRACION ng/mL

GRAFICO No. 1. CURVA DE CALIBRACION DE OTA DEL'DI'A 1. LABORATORIO DE
SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 1, se puede observar la ecuachianida para la primera curva de
calibracion, encontrandose un valor de la pendidat&,147 y de la ordenada al origen
de -1,741, el coeficiente de correlacién linedldRtenido fue de 1, el mismo que nos
indica que existe una correlacion lineal entre riesultados de las areas obtenidas en
funcion de la concentracion de OTA. Con los resiaisaobtenidos se realizé un analisis
de regresion lineal para la curva de calibracidmespondiente a dia 1, los resultados se

observan en el cuadro No. 3:

CUADRO No. 3 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION L INEAL PARA LA CURVA
DE CALIBRACION DEL DIA 1. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP.CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros curva 1l
m= 7,15

Lo= -1,74
Syx= 1,00
Sm= 0,03
SlLo= 0,64

t= 3,18

tr= 285,51
mmin= 7,07
m max= 7,23
Lo min= -3,79
Lo max= 0,30
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En el cuadro No. 3, se presenta los resultadosrd#isis mediante la prueba t-student
para el coeficiente de correlacion r, el mismo qus permite verificar si existe

correlacion lineal significativa entre los valodégoncentracion) y Y(area), observando
los resultados se puede establecer que el valpicdkeulado es 285,51 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pamulaa de calibracion en el dia 1, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é),15 y de la ordenada al origen)(L
de -1,74, ademas se presenta los valores de désviestandar de la pendiente (Sm) y
desviacién estandar de la ordenada al origeny)(®bn valores de 0,03 y 0,64
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesotddanza mediante el parametro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 7,07 a 7,23 y de intercEp-3,79 a 0,30.

De igual manera en el cuadro No. 3, se presentzloses para el error tipico Sy,x, en la
curva de calibracion del dia 1 con un valor de ,1,86te valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracion, es decigeldo de dispersion de los datos
respecto al valor esperado. Los resultados promeftida curva de calibracion de OTA

para el dia 2 se muestran en el cuadro No 4:

CUADRO No. 4 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CAL IBRACION DE OTA
PARA EL DIA 2. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Concentraciéon ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
Curva 2 11,1894 21,6002 86,9339 176,3834 353,9594

En base a los resultados obtenidos en el cuaddg B® grafico la concentracion de OTA

(ng/mL) versus el area (LU) para el dia 2.
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CURVA DE CALIBRACION OTADIA 2 y = 7,0877x - 0,6982
R =1

400

300 | =—&—Valores Y
2
E 200 Lineal (Valores Y)
<
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GRAFICO No. 2. CURVA DE CALIBRACION DE OTA DEL'DI’A 2. LABORATORIO DE
SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 2, se puede observar la ecuacéba |a segunda curva de calibracion,
obteniéndose un valor de la pendiente de 7,087 g dedenada al origen de -0,698, el
coeficiente de correlacion lineaf Bbtenido fue de 1, el mismo que nos indica qustexi
una correlacion lineal entre los resultados de desas obtenidas en funcién de la
concentraciéon de OTA. Con los resultados obteng#osealizdé un analisis de regresion
lineal para la curva de calibracidon correspondiahidia 2, los resultados se observan en
el cuadro No. 5:

CUADRO No.5 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION L INEAL PARA LA CURVA
DE CALIBRACION DEL DIA 2. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros |curva 2
m= 7,09
Lo= -0,70
Syx= 0,75
Sm= 0,02
SlLo= 0,49
t= 3,18
tr= 375,00
mmin= 7,03
m max= 7,15
Lo min= -2,24
Lo max= 0,85
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En el cuadro No. 5, se presenta los resultadosrd#isis mediante la prueba t-student
para el coeficiente de correlacion r, el mismo qus permite verificar si existe

correlacion lineal significativa entre los valodégoncentracion) y Y(area), observando
los resultados se puede establecer que el valpicdkeulado es 375,00 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pamulaa de calibracion en el dia 2, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é7),@ y de la ordenada al origen)(L
de -0,70, ademas se presenta los valores de désviestandar de la pendiente (Sm) y
desviacion estandar de la ordenada al origeny)(Sbn valores de 0,02 y 0,49
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesotddanza mediante el parametro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 7,03 a 7,15 y de interckEp-2,24 a 0,85.

De igual manera en el cuadro No. 5, se presentaloses para el error tipico Sy,x, en la
curva de calibracion del dia 2 con un valor de 0,&&e valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracion, es decigeldo de dispersion de los datos
respecto al valor esperado. Los resultados praseat# la curva de calibracion de OTA

para el dia 3 se muestran en el cuadro No 6:

CUADRO No. 6 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CAL IBRACION DE OTA
PARA EL DIA 3. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Concentraciéon ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
Curva 3 10,3033 22,2750 87,0699 177,488 352,1671

En base a los resultados obtenidos en el cuad® B® grafico la concentracién de OTA

(ng/mL) versus el area (LU) para el dia 3.
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CURVA DE CALIBRACION OTA DIA 3
y = 7,059x - 0,32¢
2 _
400 - R*=1
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GRAFICO No.3. CURVA DE CALIBRACION DE OTA DEL DiA 3. LABORATORIO DE

SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 3, se puede observar la ecuachienada para la tercera curva de

calibracion, obteniéndose un valor de la pendidaté&,059 y de la ordenada al origen de

-0,324, el coeficiente de correlacion linedldbtenido fue de 1, el mismo que nos indica

gue existe una correlacion lineal entre los redolade las areas obtenidas en funcién de

la concentracion de OTA. Con los resultados obteng® realizé un andlisis de regresion

lineal para la curva de calibracion correspondiahiia 3, los resultados se observan en

el cuadro No. 7:

CUADRO No. 7 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION L INEAL PARA LA CURVA

DE CALIBRACION DEL DIiA 3. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros| curva 3
m= 7,06
Lo= -0,32
Syx= 1,00
Sm= 0,03
SlLo= 0,64
t= 3,18
tr= 282,13
mmin= 6,98
m max= 7,14
Lo min= -2,37
Lo max= 1,72
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En el cuadro No. 7, se presenta los resultadosrg#isis mediante la prueba t-student
para el coeficiente de correlacion r, el mismo qus permite verificar si existe

correlacion lineal significativa entre los valodégoncentracion) y Y(area), observando
los resultados se puede establecer que el valpicdkeulado es 282,13 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pamulaa de calibracion en el dia 3, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é7),@6 y de la ordenada al origen)(L
de -0,32, ademas se presenta los valores de désviestandar de la pendiente (Sm) y
desviacién estandar de la ordenada al origeny)(®bn valores de 0,03 y 0,64
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesodéanza mediante el pardmetro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 6,98 a 7,14 y de interckEp-2,37 a 1,72.

De igual manera en el cuadro No. 7, se presentaloses para el error tipico Sy,x, en la
curva de calibracion del dia 3 con un valor de ,1,86te valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracion, es decigeldo de dispersion de los datos
respecto al valor esperado. Los resultados promef#ida curva de calibracion de OTA

para el dia 4 se muestran en el cuadro No 8:

CUADRO No. 8 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CAL IBRACION DE OTA
PARA EL DIA 4. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Concentraciéon ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
Curva 4 11,2429 22,3573 90,7521 177,7108 353,3424

En base a los resultados obtenidos en el cuadi® B grafico la concentracién de OTA
(ng/mL) versus el area (LU) para el dia 4.
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GRAFICO No. 4. CURVA DE CALIBRACION DE OTA DEL'DI’A 4. LABORATORIO DE
SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 4 se puede observar la ecuacidenata para la cuarta curva de

calibracion, obteniéndose un valor de la pendidaté,058 y de la ordenada al origen de
0,901, el coeficiente de correlacion linedl dbtenido fue de 0,999, el mismo que nos
indica que existe una correlacion lineal entre riesultados de las areas obtenidas en
funcion de la concentracion de OTA. Con los resiaisaobtenidos se realizé un andlisis
de regresion lineal para la curva de calibracidmespondiente al dia 4, los resultados se

observan en el cuadro No 9.

CUADRO No. 9 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION L INEAL PARA LA CURVA
DE CALIBRACION DEL DIA 4. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros| curva 4
m= 7,06
Lo= 0,90
Sy x= 1,16
Sm= 0,03
SLo= 0,75
t= 3,18
tr= 243,05
mmin= 6,97
m max= 7,15
Lo min= -1,47
Lo max= 3,27
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En el cuadro No. 9, se presenta los resultadoard#isis con la prueba t-student para el
coeficiente de correlacion r, el mismo que nos |gererificar si existe correlacion
lineal significativa entre los valores X(conceniba} y Y(area), observando los
resultados se puede establecer que el valoy cdculado es 243,05 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pamulaa de calibracion en el dia 4, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é7),@6 y de la ordenada al origen)(L
de 0,90, ademas se presenta los valores de désviesiandar de la pendiente (Sm) y
desviacion estandar de la ordenada al origeny)($bn valores de 0,03 y 0,75
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesodéanza mediante el pardmetro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 6,97 a 7,15 y de interckEp-1,47 a 3,27.

De igual manera en el cuadro No. 9, se presentaloses para el error tipico Sy,x, en la
curva de calibracion del dia 4 con un valor de J14&e valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracién, es decigeldo de dispersion de los datos
respecto al valor esperado. Los resultados praseat# la curva de calibracion de OTA

para el dia 5 se muestran en el cuadro No 10:

CUADRO No. 10 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CA LIBRACION DE OTA
PARA EL DIA 5. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Concentracion ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
Curva 5 10,4610 21,2470 88,5244 179,9534 357,9179

En base a los resultados obtenidos en el cuadr@ONse grafico la concentracion de

OTA (ng/mL) versus el area (LU) para el dia 5.
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GRAFICO No. 5.

CURVA DE CALIE:RACIC’)N DE OTA DEL,DI'A 5. LABORATORIO DE
SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 5 se puede observar la ecuacidenala para la quinta curva de

calibracion, obteniéndose un valor de la pendidaté,186 y de la ordenada al origen de

-0,903, el coeficiente de correlacién linedl ébtenido fue de 1,00, el mismo que nos

indica que existe una correlacion lineal entre riesultados de las areas obtenidas en

funcién de la concentracion de OTA. Con los reslaisaobtenidos se realizé un analisis

de regresion lineal para la curva de calibracianespondiente al dia 5, los resultados se

observan en el cuadro No. 11:

CUADRO No. 11 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA LA CURVA

DE CALIBRACION DEL DIA 5. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros| curva 5
m= 7,19
Lo= -0,90
Syx= 0,84
Sm= 0,02
SLo= 0,54
t= 3,18
tr= 342,60
mmin= 7,12
m max= 7,25
Lo min= -2,62
Lo max= 0,81
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En el cuadro No. 11, se presenta los resultadoanddisis con la prueba t-student para el
coeficiente de correlacion r, el mismo que nos |gerverificar si existe correlacion
lineal significativa entre los valores X(conceniba} y Y(area), observando los
resultados se puede establecer que el valoy cdculado es 342,60 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pamulaa de calibracion en el dia 5, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é7),19 y de la ordenada al origen)(L
de -0,90, ademas se presenta los valores de désviestandar de la pendiente (Sm) y
desviacién estandar de la ordenada al origeny)(®bn valores de 0,02 y 0,54
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesodéanza mediante el pardmetro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 7,12 a 7,25 y de intercEp-2,62 a 0,81.

De igual manera en el cuadro No. 11, se presesatedlores para el error tipico Sy,x, en
la curva de calibracion del dia 5 con un valor d&40este valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracion, es decigeldo de dispersion de los datos
respecto al valor esperado. Los resultados asmxi@dh curva de calibracion promedio

de OTA se muestran en el cuadro No 12:

CUADRO No. 12 RESULTADOS PROMEDIO DE LA CURVA DE CA LIBRACION GLOBAL DE
OTA. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIG ACION EN
ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD .
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGL AGUA.
ABRIL DEL 2009.

Concentracion ( ng/mL) 1,56 3,15 12,5 25 50
promedio area (LU) 10,5983 21,8262 87,9314 177,5874 354,709

En base a los resultados obtenidos en el cuadr@2\Nse grafico la concentracion de
OTA (ng/mL) versus el area (LU) para el promedidagecinco dias.
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GRAFICO No. 6. CURVA DE CALIBRACION GLOBAL DE OTA. LABORATORIO DE

SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS ( LSAIA).
DPTO. DE NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA

CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009 .

En el grafico No 6 se puede observar la ecuacidenata para la curva de calibracion

promedio, obteniéndose un valor de la pendienté, @7 y de la ordenada al origen

de -0,553, el coeficiente de correlacién linealoRtenido fue de 1,00, el mismo que nos

indica que existe una correlacion lineal entre riesultados de las areas obtenidas en

funcién de la concentracion de OTA. Con los reslaisaobtenidos se realizé un analisis

de regresion lineal para la curva de calibraci@ba, los resultados se observan en el

cuadro No. 13:

CUADRO No.13

RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION L INEAL PARA LA CURVA
DE CALIBRACION GLOBAL DE OTA. LABORATORIO DE SERVIC 10S
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).

DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

Parametros| Global
m= 7,11
Lo= -0,55
Syx= 1,16
Sm= 0,02
SLo= 0,61
t= 3,18
tr= 305,66
mmin= 6,97
m max= 7,25
Lo min= -3,79
Lo max= 3,27
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En el cuadro No. 13, se presenta los resultadoanddisis con la prueba t-student para el
coeficiente de correlacion r, el mismo que nos |gerverificar si existe correlacion
lineal significativa entre los valores X(conceniba} y Y(area), observando los
resultados se puede establecer que el valoy cdculado es 305,66 y el valor t de las
tablas al 95% de confianza es de 3,18, por lo segluede establecer que el valor de

tr>>a t tabla, lo que nos indica que existe ure@trelacion lineal entre X y Y.

Del analisis de regresion lineal realizado pareulaa de calibracion promedio, se puede
observar un valor de pendiente de la recta de é), 11 y de la ordenada al origen)(L
de -0,55, ademas se presenta los valores de désviestandar de la pendiente (Sm) y
desviacién estandar de la ordenada al origeny)(Sbn valores de 0,02 y 0,61
respectivamente. Utilizando los valores de la pamtéi el intercepto y las desviaciones
de cada parametro, se establecieron los limitesodéanza mediante el pardmetro
estadistico t-student al 95% de seguridad. De as#disis se obtuvo un valor de la
pendiente aceptable entre 6,97 a 7,25 y de interckEp-3,79 a 3,27.

De igual manera en el cuadro No. 13, se presesatedlores para el error tipico Sy,x, en
la curva de calibracion promedio con un valor d&6.1,este valor representa a la
incertidumbre por curva de calibracién, es decigeldo de dispersion de los datos

respecto al valor esperado.

3.3 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Se realiz6 la estimacion del limite de detecciddey cuantificacion en base a los
resultados establecidos en el estudio de linegligatb es utilizando el valor del

intercepto, en este caso 1,74 y de la pendiemtedagiel valor de la misma de 7,11. Para
la determinacion del limite de deteccion se aghcacuacion 2.11 y para el célculo del
limite de cuantificacion se aplica la ecuacion 202 esta manera se obtuvo un limite de
deteccion de 0,73 ng/mL y un limite de cuantifiéacile 2,45 ng/mL. Estos resultados se
transformaron a valores representativos en muestibizando los volimenes de

inyeccion y la masa de muestra inyectada al eqlogoresultados se observan a

continuacion en el cuadro No. 14:
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CUADRO No. 14 RESULTADOS DEL CALCULO DE LIMITE DE D ETECCION Y
CUANTIFICACION UTILIZANDO CURVA DE CALIBRACION.
LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN
ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD .
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGL AGUA.
ABRIL DEL 20009.

Limite de Limite de Limite de Limite de
deteccion deteccion cuantificacion cuantificacion
ng/mL po/Kg ng/mL pg/Kg

0,73 0.44 2,45 1.47

De esta manera podemos deducir que el método npaase limite de deteccion inferior
a 1pg/Kg y de cuantificacion de 1,5 pg/Kg aproxiaradnte, indicando que el método
presenta una alta sensibilidad para el analisGTd&.

3.4 PRECISION

Para establecer la precision del método se realiamalisis de muestras de café verde
contaminada artificialmente con OTA (muestras gpéetres niveles de concentracion,
por triplicado en cinco dias diferentes, los regilds de esta prueba se presentan en el

cuadro No 15:

CUADRO No. 15 RESULTADOS DEL ANALISIS DE PRECISION DEL METODO.
LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN
ALIMENTOS  (LSAIA).DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD.
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGL AGUA.
ABRIL DEL 2009.

Concentracion de OTA (pg/Kg)

Muestras spike Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
2,66 2,31421] 2,71079 2,2070 2,4058 2,3945
2,66 2,30221] 2,37252 2,2994 2,3754 2,5109
2,66 2,45330 2,14433 2,5303 2,2893 2,3715

15,66 14,42461 14,79033 13,4016 14,6999 14,6844
15,66 15,02920 14,87791 13,2029 14,1202 15,0472
15,66 14,19181 15,25646 13,8657 14,8166 14,8574
25,66 23,17848 24,75417 24,0197 24,3817 23,4041
25,66 23,11369 25,13830 23,3883 24,2436 24,2819
25,66 23,63935 24,76684 23,7464 24,4163 24,8869
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En base a los resultados que se muestran en elbocNad 15, se realiz6 un andlisis de
varianza, calculando primeramente la suma de difgas cuadraticas entre niveles
(SDCb) y la suma de diferencias cuadraticas deafgroiveles (SDCw). Asi mismo se
calcul6 las diferencias cuadraticas medias entveles (DCMb) y dentro de niveles
(DCMw) (tabla No. 8).Estos resultados se muestrael euadro No.16.

CUADRO No0.16 RESULTADOS DEL CALCULO DE LA SUMA DE D IFERENCIAS
CUADRATICAS Y DIFERENCIAS CUADRATICAS MEDIAS ENTRE
NIVELES Y DENTRO DE NIVELES. LABORATORIO DE SERVICI OS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

png/Kg| SDCb DCMb SDCw DCMw
2,66 0,01560 0,00390 0,25095 0,0251

15,66 4,14125 1,03531] 1,0718 0,1072

25,66 4,36964 1,09241 1,5886 0,1589

En base a los resultados del cuadro No.16 se @@\Valudesviacion estandar de la
repetibilidad (9 (ecuacion 2.13) y la desviacion estandar de paodkicibilidad (R)
(ecuacion 2.15), asi como la desviacion estandative de repetibilidad (RSDr)
(ecuacion 2.14) y la desviacion estandar relateaegproducibilidad (RSR) (ecuacion

2.17).Estos resultados se pueden apreciar en @actén. 17.

CUADRO No. 17 RESULTADOS DEL CALCULO DE LA DESVIACI ON ESTANDAR Y
DESVIACION ESTANDAR RELATIVA DE LA REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITIC OS E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION

Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.
ng/Kg Sr RSDr (%) SL? Sk RSDk (%)
2,66 0,16 5,95 -0,0071 0,13 5,04
15,66 0,33 2,09 0,3094 0,65 4,12
25,660 0,40 1,55 0,3112 0,69 2,67

Como se puede apreciar en el cuadro No.17, losestte RSDr y RSPcumplen con
los criterios exigibles a los métodos de analisiOdratoxina A por la CE (Comunidad
Europea), que establece que se aceptara valoRS@e< 30% y RSDr< 20%, cuando

el rango concentracion en el que se evalua eltaredide 1 a 10 pg/Kg (ppb).
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3.5 EXACTITUD

La exactitud se determiné en base al porcentajeedeperacion. Para lo cual en las
muestras de café artificialmente contaminadas etrés niveles de concentracion: 2,66
ug/Kg, 15,66 ug/Kg y 25,66 ug/Kg, se calcul6 elogeataje de recuperacion utilizando
la ecuacion 2.18, obteniéndose un porcentaje depeeacion total de 91,92%. Los

porcentajes de recuperacion promedio por dia yg¢eteuestran en el cuadro No 18:

CUADRO No. 18 RESULTADOS DEL CALCULO DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION
POR DIA Y TOTAL. LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICO S E
INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA). DEPARTAMENTO NU TRICION
Y CALIDAD. ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. IN IAP.
CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

NIVEL (ug/Kg) DIiA1 |[DiA2 DIA3 piA4 PpIiAS5

2,66 88,47 90,48 88,22 88,72 91,10
15,66 92,89, 95,62 86,14 92,89 94,89
25,66 90,84/ 96,97| 92,44 94,88 94,25
% RECUPERACION PROMEDIO POR DIA | 90,73 94,36 88,93 92,16 9341
% RECUPERACION PROMEDIO TOTAL 91,92

Como se puede apreciar en el cuadro No.18, loseslde porcentaje de recuperacion
por dia y total cumplen con los criterios exigibdel®s métodos de analisis de Ocratoxina
A por la Comunidad Europea (CE), que establecesguaceptara valores de porcentaje
de recuperacion de 70 a 110%, cuando el rango m=eotracion en el que se evalua el

analito es de 1 a 10 pg/Kg (ppb).

De igual manera se evaludé la exactitud del métatwerminando el porcentaje de
recuperacion en el material de referencia certficaobteniéndose un porcentaje de
recuperacion de 89,4%, lo cual demuestra que ebduépresenta una exactitud
adecuada, la misma que se encuentra dentro dealoey exigidos en la Comunidad
Europea (70-110 %). Los resultados del analisisrdgeérial de referencia se muestran en

el cuadro No.19:
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CUADRO No. 19 RESULTADOS DEL CALCULO DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION

EN MATERIAL DE REFERENCIA. LABORATORIO DE SERVICIOS
ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS (LSAIA).
DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION EXPERIME NTAL
SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABRIL DEL 2009.

OCRATOXINA A pg/Kg valor medio 9,17
rango satisfactorio 5,13 -13,20
resultados LSAIA
R1 8,25
R2 8,14
Promedio 8,20
RECUPERACION CON MATERIAL DE REFERENCIA (%) 89,4

3.6 SELECTIVIDAD

Este pardmetro se establecié bibliograficamentes pal método seleccionado utiliza

columnas de inmunoafinidad con anticuerpos monaddsnespecificos para OTA, que

permiten separar al analito de las interferenaiadycidas por la matriz.

Ademas un indicador de la selectividad es la pudezpico que se puede observar en un

cromatograma con pico de analito libre de interfei® esto se puede apreciar

claramente en la figura No. 12.
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FIGURA No. 12 CROMATOGRAMA DE UNA MUESTRA DE CAFE C ONTAMINADO

ARTIFICIALMENTE CON OCRATOXINA A
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3.7 INCERTIDUMBRE

Para el célculo de la incertidumbre, primeramentbase a la expresion final del analisis
(ecuacion 3.1), se calculé los coeficientes deibiidad mediante derivadas parciales de
cada una de las variables con respecto al resuiitgaautilizando la ecuaciéon 1.2.1, los

resultados se exponen en el cuadro No. 20.

Ec.3.1| OTAug/Kg=—C* Yix Vaxg
Ms V, V,

C = Lectura del equipo expresada en nanogramos
V1 = Volumen de extraccion
V, = Volumen de alicuota de extracto aplicado ezolamna de inmunoafinidad
V3 = Volumen final de extracto redisuelto en metano
V4 = Volumen de extracto inyectado al equipo
Ms = Peso de muestra en gramos

R = Factor de Recuperacion

CUADRO No. 20 RESULTADOS DEL CALCULO DE LOS COEFICI ENTES DE
SENSIBILIDAD PARA LA INCERTIDUMBRE. LABORATORIO DE
SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS
(LSAIA).DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD. ESTACION
EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGLAGUA. ABR IL DEL

2009.
. Coeficiente de
Variable | oo Ginilidad (c)
C 33
V2 0,165
Vs 8.25
Vs 0,11
V. 1,65
M. 1,32
R 0.12

Posteriormente se calculd la contribucion de |l&imdumbre asociada a cada variable,
ademas de la contribucién asociada al factor dgperacion aplicando la ecuacion 1.5.

A continuacion, se calcul6 la incertidumbre tipmambinada aplicando la ecuacién
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2.19. Por ultimo, se calculd la incertidumbre expda (ecuacion 2.20), de esta manera
se obtuvo una incertidumbre de 0,69, que va ase@hdesultado final, de tal manera
que el resultado obtenido en la determinacién Oxna& A en café verde utilizando
columnas de inmunoafinidad y cromatografia liquidalta resolucion tendr4 un margen
de error de +/- 0,69.

Los resultados de las contribuciones de cada Veridd incertidumbre combinada e
incertidumbre expandida para la determinacion dé & café verde se pueden apreciar

en el cuadro No. 21.

CUADRO No. 21 RESULTADOS DEL CALCULO DE LAS CONTRIB UCIONES,
INCERTIDUMBRE COMBINADA E INCERTIDUMBRE EXPANDIDA,

ASOCIADA A LA DETERMINACION DE OTA EN CAFE VERDE.
LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS E INVESTIGACION EN
ALIMENTOS (LSAIA).DEPARTAMENTO NUTRICION Y CALIDAD.
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA. INIAP. CUTUGL AGUA.

ABRIL DEL 2009.

contribucion Vi

Fuente incertidumbre ou

(u*c) Veff

Calibracion (C) 0,3266 0

Volumen de Extraccion (Y 0,0112 o0

Volumen de Alicuota de Extracto tomado)V 0,0839 o0

Volumen de Redisolucion de extractos)V 0,0418 0

Volumen de Extracto Inyectado al equipa)V 0,0024 o0

Peso de Muestra (Ms) 0,0156 o0

Factor de Recuperacion (R) 0,0391 o0

Incertidumbre combinada total (u) 0,3426

Incertidumbre expandida (U) k 0,69




CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

El método es selectivo; por no existir interferarse la matriz, ademas se observa

una pureza de pico del 100%.

El limite de deteccion encontrado es de 0,44 ngi&€@PTA en café verde, lo cual

indica que el método es capaz de detectar cantideaiza de la toxina.

El limite de cuantificacion encontrado fue de 1,4/Kg de OTA en café verde, lo
cual nos indica que el método puede medir conagatres de OTA a partir de 1,47

png/Kg con exactitud y precision.

El método es lineal ya que existe una alta cori@taentre la concentracion de OTA
(ng/mL) y el area (LU), lo cual se puede demogiraficamente con un coeficiente
de correlacion igual a uno, y mediante el test ip@thsis para el coeficiente de
correlacion, en donde el t obtenido es mucho mayadrtabulado, demostrando la

correlacion lineal entre estas dos variables.

El método es preciso; porque se obtienen resultagmitivos con una desviacion
estandar relativa de repetibilidad (R¥B 20% y ademas reproducibles con una
desviacién estandar relativa de reproducibilida8ik) < 30%, cumpliendo con los

parametros expuestos en la ecuacion de Horwitz.

El método es exacto; debido a que presenta ungeasrion media (91,92%),
cumpliendo con los requerimientos para este tipmé®dos de recuperacion entre
70 y 110%.
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El método analitico para cuantificar OcratoxinarAcafé verde utilizando columnas
de inmunoafinidad y Cromatografia Liquida de AltesBlucion, ha sido validado

experimentalmente, en un rango de concentracidnddea 30 pug/Kg.

La incertidumbre ExpandiddJj para unk=2 correspondiente al 95% de confianza
presenta un valor de 0,69, lo cual indica queébdp presenta un margen de error
de +/- 0,69 pg/Kg para cualquier medicion realizada este proceso analitico

validado.

El método analitico para determinar Ocratoxina Alizanhdo purificacion con
columnas de inmunoafinidad y cuantificacion por IE@Plcon detector de
fluorescencia, se ha validado siguiendo un protcoplan de validacion y, retine
todos los requisitos de la norma ISO-IEC-17025:2@@Ba cumplir con la

regulaciones de la Comunidad Europea (CE).

El Laboratorio de Servicios Analiticos e Investigac en Alimentos (LSAIA)

perteneciente al Instituto Nacional Autbnomo deebtigaciones Agropecuarias
(INIAP), esta en capacidad de atender los requenios del sector cafetalero del
pais en sus controles de calidad y, evaluaciéra @®hcentraciéon de Ocratoxina A

en el café de produccién nacional.

Se realizaron los ensayos interlaboratoriosv@l imternacional (anexo No. 8) con
todo éxito, demostrando de esta manera que el maiodlitico es confiable, y

brinda resultados seguros.

Se confirma la hipétesis planteada puesto duerazeso de validacion evalla
experimentalmente los pardmetros de calidad, asedarde esta manera la aptitud
del método, demostrando ademas que el mismo esablglia la determinacion de

Ocratoxina A.



CAPITULO V

. RECOMENDACIONES

Segquir todas las instrucciones de los protocoladitaoos y las buenas practicas de
laboratorio para evitar resultados erroneos paa fd¢ cuidado en la manipulacion

de los elementos de ensayo y los equipos de madicio

Durante el estudio de validacion debe controlaiseivel de saturacion de la
columna, a fin de evitar la formacidn de picosiatip (asimetria), es recomendable

someter a la columna a la limpieza luego de swagarde trabajo.

Se recomienda la prevision de comprar equipo pamargcion de nitrégeno, pues su
consumo es alto en el secado de muestras, y unandanalta del andlisis causa

problemas en la adquisicion de este gas necesamoepproceso de medicion.

Se recomienda utilizar nitrégeno liquido en la mdia de las muestras de café, pues
este congela las muestras y facilita mucho el p@de molienda.

Se recomienda calcular la concentracion exactasledtandares preparados en el
laboratorio utilizando el espectrofotometro UV-Vi&, de tal manera de darles

trazabilidad a los mismos.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Se realiz6 la validacion de un método de analiaia pleterminar Ocratoxina A en café
verde, mediante el método cientifico, 2004.10 dA@AC, que consiste en determinar
esta toxina por HPLC, utilizando columnas de innaimidad y detector de
fluorescencia, con el interés de demostrar la apilicad de este método analitico en el
Ecuador, permitiendo un control del café de expayta La validacion se llevé a cabo en
el Laboratorio de Servicios Analiticos e Investigacen Alimentos (LSAIA) del INIAP.
La materia prima fue proporcionada por la empreésh CAFE C.A.", que estuvo
constituida por 2 Kg de café verde. A 25g de maesgr le fortificd con tres niveles de
concentracion de Ocratoxina A: 2,66, 15,66 y 2 66<g, por triplicado en cada nivel,
estableciéndose los parametros de selectividadtitihy precision. Para establecer los
parametros de linealidad y rango lineal, limitedééeccion y cuantificacion, a partir de
un estandar de trabajo de 50 ng/mL se hicierorr@diiticiones mas y se inyectaron por
triplicado. La evaluacion de los parametros dede&iion demostré que el método
analitico propuesto es selectivo, porque no seeacidn que otras sustancias interfieran
en el andlisis de la Ocratoxina A, ademas se abtienporcentaje de pureza de pico del
100%; es lineal en un rango de 1,47 a 30 pg/Kgermdhdose un coeficiente de
correlacion r = 1; es preciso ya que para la rbjieiad se obtiene una RSD20%; y
para la reproducibilidad se obtiene una RS @8%; y finalmente es exacto porque se
obtiene un porcentaje de recuperacion de 91,92%mad, el limite de deteccion fue de
0,44 ug/Kg vy el limite de cuantificacién de 1,47Kqgy y al resultado final va asociado
una incertidumbre de 0,69, comprobandose de estafla validez del método analitico.
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SUMARY

The validation of an analysis method to determirghr@oxin A in green coffee was
carried out through the scientific method 2004..the AOAC consisting in determining
this toxin by HPLC using inmunoafinity columns arftliorescence detector to
demonstrate this analytical method applicabilityEicuador, permiting an export coffee
control. The validation was carried out in the Anighl Services and Food Investigation
Lab (LSAIA) of the INIAP. The raw material was pided by the enterprise “EL CAFE
C.A.", which consisted of 2 Kg green coffee. 25agnple were strengthened with three
levels of Ochratoxin A concentration: 2.66, 15.661 25.66 g/Kg in triplicate in each
level, establishing the selectivity, accuracy amecsion parameters. To establish the
linearity parameters and the lineal range, detectiod quantification limit from a work
standard of 50 ng/mL four more dilutions were madd were injected in triplicate. The
evaluation of validation parameters showed that pheposed analytical method is
selective because no substances interfering thea@ain A analysis are evident;
moreover there is a peak purity percentage of 100%;lineal in a range of 1.47 to 30
Hg/Kg resulting in a correlation coefficient of 3l is necessary as for repeatability an
RSD< 20% is obtained; and for reproduction an RS 80% is obtained and finally it
is exact because a 91.92% recovery percentagddmed. Moreover the detection limit
was 0.44 ug/Kg and 1.47 pug/Kg quantification liguitd the final result is associated to
0.69 uncertainty showing this way the analyticathod validity.
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CAPITULO VIII

ANEXOS

ANEXO No. 1 MOLIENDA Y PESAJE DE LA MUESTRA DE CAFE VERDE PARA EL
ANALISIS DE OCRATOXINA A

.\" "a. .
\ “(\ 4o
N\ ¥

f'\\ -

A A

Granos de café verde Molienda de los granos de café verde

Conservacion de la muestra en congelacion  Pesaj e de 25g de muestra
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ANEXO No. 2 EXTRACCION DE LA MUESTRA PARA LA DETERM INACION DE
OCRATOXINA A

Fortificacion de la muestra con una Licuado de la muestra con una sin.
soluciéon madre de Ocratoxina A Metanol: bicarbonato 3% (1:1 v/v)

Filtrado de la muestra por gravedad Dilucion de | extracto con PBS 1%

Aforamiento a 100 mL y homogenizacion del extracto con PBS 1%
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ANEXO No. 3 PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS PARA LA D ETERMINACION DE
OCRATOXINA A

(g
Filtrado del extracto al vacio y utili- Lavado de la columna de inmunoafinidad
zando columna de inmunoafinidad con 10 mL de agua tipo |

Evaporacion del eluido a sequedad
con gas nitrogeno 99 ,9% de pureza

Reconstitucién de los residuos con metanol H  omogenizacién en bafio ultrasonido de
HPLC los residuos con metanol HPLC
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ANEXO No. 4 CL}ANTIFICACION DE OCRATOXINA A MEDIANT E CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

ﬂ—

Colocacion de la muestra en los viales Ordenamiento de los viales en el
equipo HPLC Agilent 120 0

Lectura en el Equipo HPLC Agilent 1200
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ANEXO No. 5 TABLA DE FACTORES MULTIPLICADORES PARA EL CALCULO DE LA

INCERTIDUMBRE

Valores de t,(V) de la distribucion t para V grados de libertad que definen un intervalo -t,(V) a
+tp(V) que incluyen la fraccién p de la distribucion

Grados de libertad

Fraccion p en por ciento

EFECTIVOS
v 68,27@ 90 95 95,45 99 99,73®@
1 1,84 6,31 12,71 13,97 63,66 235,80
2 1,32 2,92 4,30 4,53 9,92 19,21
3 1,20 2,35 3,18 3,31 5,84 9,22
4 1,14 2,13 2,78 2,87 4,60 6,62
5 111 2,02 2,57 2,65 4,03 551
6 1,09 1,94 2,45 2,52 3,71 4,90
7 1,08 1,89 2,36 2,43 3,50 4,53
8 1,07 1,86 2,31 2,37 3,36 4,28
9 1,06 1,83 2,26 2,32 3,25 4,09
10 1,05 1,81 2,23 2,28 3,17 3,96
11 1,05 1,80 2,20 2,25 3,11 3,85
12 1,04 1,78 2,18 2,23 3,05 3,76
13 1,04 1,77 2,16 2,21 3,01 3,69
14 1,04 1,76 2,14 2,20 2,98 3,64
15 1,03 175 2,13 2,18 2,95 3,59
16 1,03 175 2,12 217 2,92 3,54
17 1,03 1,74 2,11 2,16 2,90 3,51
18 1,03 1,73 2,10 2,15 2,88 3,48
19 1,03 1,73 2,09 2,14 2,86 3,45
20 1,03 172 2,09 2,13 2,85 3,42
25 1,02 171 2,06 211 2,79 3,33
30 1,02 1,70 2,04 2,09 2,75 3,27
35 1,01 1,70 2,03 2,07 2,72 3,23
40 1,01 1,68 2,02 2,06 2,70 3,20
45 1,01 1,68 2,01 2,06 2,69 3,18
50 1,01 1,68 2,01 2,05 2,68 3,16
100 1,005 1,660 1,984 2,025 2,626 3,077
O 1,000 1,645 1,960 2,000 2,576 3,000

(@)

+ k(1 incluye la fraccion p=68.27, 95.45 y 99.73% de la distribucion para k=1, 2 y 3, respectivamente.

Para una magnitud z descrita mediante una distribucién normal con esperanza [, y desviacion tipica [, el intervalo (1,
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ANEXO No. 6 EJEMPLO DE TABLA DE ANALISIS DE INCER TIDUMBRES

Para la presentacion y el calculoufg) es muy recomendable utilizar una tabla del tipo:

Magnitud de Unidades de Estimacion de Incertidumbre Coeficiente de Contribucién a la
entrada la magnitud entrada tipica sensibilidad inc. tipica
X de entrada X u(xi) N Un )
X1 X1 u(xa) C1 us (y)
X2 X2 u(Xz) C2 uz (y)
XN X U(Xn) CN un (Y)
Y Y u (y)

NOTA: En el caso de variables complejas, podria ser muy practico realizar una
tabla de este tipo para la presentacion (y célculo) de cada u(x; )
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ANEXO No. 7 TABLA T STUDENT

Tabla de valores criticos de la distribucion t de

" i 63.66 127.32
188 252 4.30 6.21 6.96 9.82 14.05
164 235 318 418 4.54 5.84 745
153 213 2.78 350 375 460 2.60
148 202 257 316 3.36 4.03 477
1.44 1.94 245 2.97 3.14 3 432
1.41 1.89 236 2.84 3.00 3.50 403
1.40 1.86 23 275 290 3.36 3.83
1.38 1.83 2.26 2.69 282 325 269
1.37 1.81 223 263 276 317 358
1.36 1.80 220 254 272 31 3.50
1.36 178 218 2.56 268 3.05 243
1.35 177 2.%6 253 285 3.0 337
1.35 1.76 214 221 262 288 333
1.34 1.75 213 2.49 260 2:85 329
1.24 175 212 2.47 258 282 325
1.33 1.74 211 2.46 257 280 322
1.33 1.73 iy 11 2.45 2.35 2.88 320
1.33 1.73 209 2.43 2.54 2:B6 317
1.33 1.72 209 2.42 253 2.85 315
1.32 1.72 208 24 252 283 314
132 172 207 241 Y | 2.82 312
132 1.1 207 2.40 250 281 310
1.32 1.71 2.06 239 249 2.80 309
1.32 10 2.06 238 249 279 3.08
1.31 1M 206 2.38 248 2.78 307
1.3 1.70 2.03 237 247 27T 3.06
1.3 1.70 205 237 247 276 305
1.3 1.70 205 2.36 246 278 3.04
131 1.70 2.04 236 246 273 303
1.3 1.70 204 2.36 245 274 302
1.3 169 2.04 2:35 245 274 3.0
1.3 1.69 203 235 244 273 3,
1.3 1.69 203 2:35 244 273 3.00
1.3 169 203 2.34 244 272 3.00
1.3 1.69 203 2.34 243 272 289
1.20 1.69 203 2.34 243 273 289
1.30 1.69 202 233 243 271 2488
130 1.68 202 233 243 271 258
130 168 2.02 233 242 270 287
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RESULTADOS DEL ENSAYO INTERLABORATORIO S (NUMERO DE

Eesults and z-Scores, Green Coffee Test Material

ANEXO No. 8
LABORATORIO 25 PARA LSAIA)
Table 1:
laboratony analyie
number
OTA
e alE R
result  recovery z-score
pg'kg k.

oo 6.8 71 -0.4
ooz 6.5 unGCoer -0.5
o003 5.8 100 -1.0
004 o4 g3 1.1
] T.B 77 0.2
00G 10.07 o5 1.5
oov 7T 100 0.1
oos 7.07 o4 5 -0.3
ooe 587 g8 -0.8
010 g.11 804 -0.8
011 B4 738 0.5
o012 7.58 BE7.31% 0.0
013 7.58 72 0.0
014 g.41 77 -0.7
015 7.52 oo 0.0
018 572 9087 -1.1
017 85 80.0 0.4
018 71 70 -0.3
o148 41 unGCoer -2.1
020 53 bE 8 -1.3
021 B.65 ar 0.7

laboratory analyte
number
OTA
e ial LR
result  recovery z-score
ug/kg o
oz2 8.5 UrCorr 0.8
023 8.37 an 1.1
024 8.5 o8 -0.4
025 T.87 an 0.1
028 T.20 105 -0.2
027 .48 B 0.0
s 10.1 an 1.6
0zg 8.32 Ta 0.5
030 7 M.A -0.3
031 3.5 urcorr -2.3
o3z T.85 uncorr 0.3
033 T.84 87.20 0.3
034 7.73 02 0.1
035 8.0 20 0.9
034 8.0 85 -0.8
o3r 8.8 85 -0.4
038 R 100 1.4
038 8.75 104 o7
040 575 urCorr -1.1
041 8.2 1158 -0.8
42 4.3 g3 -1.8

uncorr = participant did not state recovery or stated not corrected for recovery
z-scores outside the satisfactory range, 1.e. [z| =2, are shown in bold



