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ANTECEDENTES

El proceso de validacion durante los ultimos afios ha sufrido una
implementacién enorme de parametros metrélégicos. Los uUnicos parametros
verificados a comienzos de los 90’ eran la veracidad y la precisién (ISO 5725- 2
1994).

Posteriormente EURACHEM publicé su guia de validacion (The Fitness for
Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to Method Validation and
Related Topics-1998) en la cual los parametros de validacién se incrementaban:
Limite de deteccién del Método, limite de cuantificacion del método, sensibilidad y
robustez. Pero lamentablemente no expresaban metodologias estadisticas para la

verificacion del cumplimiento de los parametros de validacién analiticas.

Posteriormente la AOAC Internacional publica su guia de validacion para
métodos cuantitativos y cualitativos (Qualitative and Quantitative Microbiology
Guidelines for methods Validation-1999) en el cual describe pruebas estadisticas

paramétricas para la validacion de métodos analiticos.
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Posteriormente la FAO (Basic Statistical Tools and Quality of analitical
Procedures—2000) incrementa los parametros de validacion incluyendo Ila

incertidumbre de los resultados de ensayo.

El 2 de febrero del 2003 INDECOPI promulga en el diario El Peruano la Res.
N° 0008-2003/INDECOPI-CRT, que es una guia de validacion de métodos de
ensayo Yy las directrices para la implementacion y evaluacion de métodos de ensayo
sensoriales. En dicha resolucién se especifica los parametros que tendremos que
verificar en todo proceso de validacién de métodos analiticos, pero lamentablemente

no especifica que pruebas estadisticas se utilizaran en dichas verificaciones.

El Instituto Nacional de Metrologia, Normalizaciéon y Calidad Industrial
(INMETRO), organismo brasilefio con las mismas funciones que INDECOPI en su
pais, publica una guia de validacibnh contemplando pruebas estadisticas
paramétricas para todos los parametros de validacion ( Orientaciones sobre
Validacién de métodos de ensayo quimicos. DOQ — CGCRE - 008 — 2003).

Actualmente los laboratorios de ensayo a nivel nacional no tienen una guia de
validacién donde se establece las pruebas estadisticas que se utilizaran para
verificar los parametros de validacién. EI INDECOPI nos deja al libre albedrio el uso
de técnicas estadisticas para estos fines.

Ante esta necesidad la presente tesis contempla delinear una metodologia
estadistica para verificar la validacion técnicas analiticas, teniendo como marco
normativo la ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y de calibracion”.



INTRODUCCION

Debido a la necesidad de mejorar o adaptar metodologias analiticas a la
coyuntura comercial, los diferentes laboratorios de ensayos desarrollan nuevos
meétodos de ensayo para reemplazar a los ya existentes, con el afan de minimizar
costos, tiempo, etc. Instituciones internacionales como FAO, EURACHEM, AOAC,
definen parametros que el proceso de validacién debiera de cumplir. Nuestra
institucion tutelar en este rubro, INDECOPI, también menciona dichos lineamientos,
pero no formula ninguna metodologia estadistica como soporte de verificacién del

cumplimiento de estos parametros.

El presente trabajo de investigacién permitira tener una guia practica para
evaluar los parametros de validacion de métodos cuantitativos de ensayo mediante
una metodologia estadistica, de acuerdo a las actuales normas de calidad que exige
el entorno competitivo y validar el método de determinacién de Acido Domoico en
conchas de abanico.

Para lograr el objetivo planteado es importante, en primer lugar especificar los
parametros de validacion en métodos de ensayos, luego es importante asociarlos a
diferentes estadisticos de inferencia que nos servirAn para verificar los el

cumplimientos de los parametros de validacién por parte del método de ensayo.
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Seguidamente se presentara la aplicacion de dicha metodologia con datos
reales provenientes del Laboratorio Instrumental de Certificaciones del Peru S.A.

Ante esta necesidad la tesis se orienta desarrollar una metodologia
estadistica para la verificacion de parametros de validaciones de pruebas
cuantitativas. Esta metodologia tiene su aplicacibn en la validacion de la
determinacién de Acido Domoico en conchas de abanico por HPLC.

Esta Metodologia estadistica pretende demostrar que los resultados
obtenidos de la determinacion de Acido Domoico en conchas de abanico por HPLC
son confiables, segun la ISO/EIC 17025. Siendo dichos resultados repetibles,
reproducibles, veraces y precisos por lo tanto exactos y responden a los principios
experimentales de repetibilidad, reproducibilidad, veracidad, acorde con la ISO/IEC
5725 y los parametros de validacion normados por INDECOPI establecidos en la
Res. N° 0008-2003/INDECOPI-CRT.



1.1

1.1.1

CAPITULO |
MARCO TEORICO

LA VALIDACION DE ENSAYOS DE LABORATORIO EN EL MARCO DE LA
ISO / EIC 17025.

Entorno actual de los laboratorios de ensayo

Hoy en dia, la calidad se utiliza como sello de garantia de cualquier producto
industrial. El cliente actual busca que el producto que se dispone a comprar
cumpla con una serie de especificaciones y que haya sido producido bajo

controles que aseguren su calidad.

La ISO define a la calidad “conjunto de propiedades o caracteristicas de
un producto o servicio que le confieren aptitud para satisfacer unas

necesidades expresadas o implicitas”."

Segun esta definicién, cuando se utiliza la expresion “de buena calidad” se
pretende remarcar la excelencia de un producto o servicio y el cumplimiento
de las especificaciones, cualitativas o cuantitativas, acordadas previamente
con el cliente y/o definidas por la autoridad competente.

' Definicion de la Norma 1SO 8402



En los tiempos actuales el concepto de calidad va tomando cuerpo en muchas
de las actividades humanas. El laboratorio de ensayos no es la excepcion.
Las crecientes exigencias de calidad de los productos y la necesidad de
optimizacién del proceso productivo hacen necesario disponer de métodos de
analisis rapidos y fiables.

Cada actividad humana genera productos con un determinado valor
econdmico. En el caso de los laboratorios, este producto es la informacion
cualitativa o cuantitativa que se obtiene respecto al resultado de ensayo de la
muestra a analizar.

El concepto de Calidad se relaciona estrechamente con las buenas practicas
profesionales y la satisfaccion del cliente. Para aplicar y sistematizar estas
buenas practicas en todos los sectores del laboratorio es conveniente
implementar un adecuado Sistema de Calidad, que asegure una Optima
relacién laboratorio / cliente.

La estadistica aplicada y los conceptos generales de Gestién de Calidad,
integran la base indispensable para la construccion del Sistema de Calidad
del laboratorio. Puede decirse entonces que esta rama de las matematicas es
el instrumento que "mide" la calidad de los resultados analiticos, siguiendo
siempre los lineamientos generales de la norma internacional ISO/IEC 17025,
maximo referente en cuanto a requisitos generales para la competencia de los

laboratorios de ensayo y de calibracién.

El objetivo es brindar una informacién con mayor credibilidad, util para la toma
de decisiones en el marco econémico y comercial de las muestras
analizadas.



1.1.2

Es necesario que los ensayos de los laboratorios cumplan determinados
requisitos que garanticen la calidad de su desarrollo y a la vez, brinden

informacidn sobre las caracteristicas de la muestra analizada.

La NTP ISO/EIC 17025-2006 ha sido producida como resultado de una amplia
experiencia en la implementacion de la Guia Peruana GP-ISO/IEC 25:1993 y
en la EN 45001 las cuales son ahora reemplazadas. Esta contiene todos los
requisitos que los laboratorios de ensayo y calibracién tienen que reunir si es
que ellos desean demostrar que operan un sistema de la calidad, que son
técnicamente competentes y que son capaces de generar resultados

técnicamente validos.

Validacion de Métodos de Ensayo

Es fundamental que los laboratorios dispongan de medios y criterios objetivos
para demostrar, a través de la validacion, que los métodos de ensayo que se
ejecutan conducen a resultados confiables y adecuados para la calidad
pretendida. Si un método existente fue modificado para atender los requisitos
especificos, o un método nuevo es desarrollado, el laboratorio debe de
asegurarse de que las caracteristicas de desempefio de un método de ensayo

atienden los requisitos para las operaciones analiticas pretendidas.

La validacion de un método de ensayo es un proceso mediante el cual se
define requisitos analiticos, que aseguran que el método de ensayo bajo
ciertas consideraciones ha desarrollado capacidades consistentes con la
aplicacion requerida.?

2 (EURACHEM Guide. The fitness for purposes of analytical methods)
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Un método de ensayo se valida cuando es necesario verificar que los
parametros ejecutados son los adecuados para resolver un problema analitico
en particular.

El laboratorio debe validar:

e Los métodos de ensayo no normalizados®.

e Los métodos de ensayo normalizados modificados, ampliados o

aplicados a un alcance diferente al originalmente establecido en la
norma.

? Se denomina métodos normalizados a aquellos métodos de ensayo desarrollados y publicados por organismos
de normalizacion u otras organizaciones cuyos métodos son aceptados por el sector técnico en cuestion. Por
ejemplo: ASTM, AOAC, ISO, ANSI, APHA Standard Methods for Examination of Water and Wastewater.



e Cuando se requiera demostrar la equivalencia entre dos métodos de
ensayo.
1.1.3 Parametros de Validacion exigidos por el Instituto Nacional de Defensa
del Consumidor y de la Propiedad Intelectual (INDECOPI).

1.1.3.1 Veracidad: Grado de concordancia existente entre el valor medio
obtenido de una gran serie de resultados y un valor aceptado como
referencia.
(ISO 5725 - 1)

1.1.3.2 Precision: Grado de coincidencia existente entre los resultados
independientes de un ensayo, obtenidos en condiciones estipuladas.
(ISO 5725 - 1)

Grafico N° 1.2.
Conceptos de Precision, Veracidad y
Exactitud de resultados de ensayo.

VERACIDAD

PRECISION

» La precision depende anicamente de la distribucion de los errores
aleatorios y no esta relacionada con el valor verdadero o
especificado.



»

1.1.3.2.1

1.1.3.2.2

1.1.3.2.3

1.1.3.2.4

1.1.3.2.5

La precision depende unicamente de la distribucion de los errores
aleatorios y no esta relacionada con el valor verdadero o
especificado.

La precision se expresa generalmente en térmminos de falta de
precision, calculandose a partir de la desviacion tipica de los
resultados. A mayor desviacion tipica menor precision.

‘Resultados de ensayos independientes” significa resultados
obtenidos sin que exista influencia de un resultado previo sobre el
mismo objeto o similar de ensayo. La expresion cuantitativa de la
precision depende en forma critica de las condiciones estipuladas.
Las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad son conjuntos

particulares de condiciones extremas.

Precision Intermedia. La precision intermedia expresa la
variacion dentro del laboratorio: diversos dias, diversos analistas,
diverso equipo, etc.

Repetibilidad. Precision bajo condiciones de repetibilidad.
Reproducibilidad. Precision bajo condiciones de
reproducibilidad.

Condiciones de repetibilidad. Condiciones bajo las que se
obtienen resultados independientes, con el mismo método, sobre
idénticas muestras, en el mismo laboratorio, por el mismo
operador y utilizando los mismos equipos de medicion, durante un
corto intervalo de tiempo.

Condiciones de reproducibilidad. Condiciones bajo las que se
obtienen resultados independientes, con el mismo método, sobre
idénticas muestras, en el mismo laboratorio, por diferentes
operadores y utilizando los diferentes equipos de medicion,
durante un corto intervalo de tiempo.
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1.13.5

1.3.5.1

1.3.5.2

1.1.3.6

1.1.3.7

Exactitud: Grado de concordancia existente entre el resultado del
ensayo y un valor aceptado de referencia.

(1ISO 5725 -1)

Selectividad/Especificidad: Es el grado por el cual un método
puede determinar un analito particular dentro de una mezcla
compleja, sin ser interferido por otros componentes de la mezcla.
(EURACHEM - Guide The fitness for purpose of analytical
methods)

Limite de Deteccion del Método (LDM) y Limite de Cuantificacion
del Método (LCM):

LDM: Es la menor cantidad de un analito en una muestra la cual
puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada con un
valor exacto.

(EURACHEM - Guide The fitness for purpose of analytical
methods)

LCM: Es la concentracion minima que puede determinarse con un
nivel aceptable de exactitud.

(EURACHEM - Guide The fitness for purpose of analytical

methods)

Linealidad: Es la relacién entre la concentracion de analito y
respuesta del método. Esta relacion, denominada comunmente curva
patrén o curva de calibracion.

Define la capacidad del método para obtener los resultados de la
prueba proporcionales a la concentracion del analito.

(EURACHEM - Guide The fitness for purpose of analytical
methods)

Rango de Trabajo: Es el intervalo entre la mas alta y mas baja
concentracién del analito de la muestra, para la cual se ha
demostrado que el método analitico tiene un nivel apropiado de
precision, veracidad y linealidad.
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(Text on validation of analytical procedures. ICH Harmonized
Tripartite Guideline)

1.1.3.8 Sensibilidad: Es el cambio en la respuesta de un instrumento de
medida dividido por el cambio correspondiente en el estimulo.
(Text on validation of analytical procedures. ICH Harmonized
Tripartite Guideline)

1.1.3.9 Robustez: Es la medida de la resistencia de un método al cambio de
respuesta cuando se introducen pequefias variaciones en el
procedimiento.
(EURACHEM Guide The fitness for purpose of analytical
methods)

1.1.3.10 Incertidumbre: Un parametro asociado con el resultado de una
medicién, que caracteriza la dispersién de los valores que podrian ser
atribuidos razonablemente al mensurando.
(EURACHEM - Cuantificacion de la Incertidumbre en Mediciones

Analiticas)

LOS MOLUSCOS BIVALVOS EN EL PERU

Generalidades

La Concha de Abanico es un molusco filtrador de 2 valvas, conocida
cientificamente como Argopecten Purpuratus, pertenece a la familia
Pectinidae, la misma que engloba un gran niumero de especies conocidas
internacionalmente como ‘vieiras’.

La especie Argopecten Purpuratus habita en zonas costeras que se extienden
desde Panama hasta Coquimbo (Chile), entre profundidades que van desde
los 5 m hasta los 30 m, y bajo temperaturas que oscilan entre los 13°y 28 °C.
Esta especie se caracteriza por desovar durante todo el afo, funcion que se
acentua con el aumento de la temperatura marina (ej: Fendmeno de El Nifio).

Actualmente las principales areas de cultivo de conchas de abanico se

encuentran en las costas de Ancash, en zonas como Samanco y Guaynuma,



entre otros; mientras que en Lima, sobresale la zona de Pucusana. Asimismo,
destacan bancos naturales ubicados en Pisco, Paracas, Sechura (Piura),
Lobos de Tierra (Lambayeque), Bahia de Independencia e Isla San Lorenzo
(Lima).

Grafico N° 1.3
Anatomia Interna de la Concha de Abanico.
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1.2.2 Maricultura de conchas de abanico: origen y su importancia en el Peru

Si bien el inicio de la acuicultura de conchas de abanico se remonta a la
década del '70 -como parte de programas experimentales-, fue recién en los

80 cuando adquirié6 enorme interés.

La presencia del fenébmeno de EI Nifio en 1982-1983 incrementd
masivamente la poblacidon de conchas de abanico, situacién que conllevo a la
rapida explotacion del recurso con fines comerciales (principalmente para el
mercado externo), empero este ‘boom’ fue diluyéndose con el paso de los
efectos de dicho fenémeno.
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Grafico N° 1.4
Estados de Desarrollo de la Concha de Abanico
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Fue a partir de entonces que surgio la necesidad de mantener una produccién
de conchas de abanico sostenida, cuya disponibilidad (en abundancia) no
dependiera de situaciones coyunturales en su medio natural. De esta forma
se propicio el desarrollo de cultivos en el mar (o maricultura) como alternativa

para la explotacién permanente y racional de la especie.

La maricultura, ademas de ir de la mano con la preservacion y el
repoblamiento del recurso, ofrece enormes ventajas al permitir controlar los
procesos naturales de las conchas de abanico, sin alterarlos, pero sacando de
ellos el mayor provecho posible, obteniéndose asi favorables resultados tanto

biolégicos como econdémicos.
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Segun estimaciones de la SNP, cada 100 hectareas de cultivo de conchas de
abanico demanda una inversion de US$ 2 millones, y produce cerca de 140

TM anuales, generando empleos directos para mas de 200 personas.

Aunque el cultivo de conchas de abanico en el Peru es relativamente joven,
se estima que en la actualidad su produccién ya habria superado a la de
extraccion silvestre.

Grafico N° 1.5
Produccion de la Concha de Abanico

La maricultura de conchas de abanico apunta a seguir expandiéndose, en
linea con Ila actual tendencia mundial de consumo de productos
hidrobiolégicos, que demanda sobre todo productos acuicolas frente aquellos
provenientes de la extraccion silvestre, dado que los primeros garantizan
seguridad en términos sanitarios y de sostenibilidad.
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1.2.3 Exportaciones con tendencia al alza

En el 2003 las ventas al exterior de conchas de abanico crecieron 57,9%
hasta los US$ 15 millones, ante el significativo aumento de los volimenes
enviados (124,4%), que contrarresté el descenso en los precios promedio de
“exportacion (-29,3%).

Las exportaciones en valores proseguirian con su senda expansiva, aunque
podria desacelerarse, frenada por los bajos precios promedio, reflejo del
incremento de la competencia asiatica, mas aun cuando Japdén viene

aumentando su penetracién en el mercado europeo.

Grafico N° 1.6
Exportaciones de Conchas de Abanico del Perti de 1993 a 2006.
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1.2.4 Francia y EEUU principales destinos de exportaciones peruanas

Del total exportado en valores en el 2003, el 55,8% se destind a Francia,

mientras que 23,9% se dirigié a EEUU, destacando éste ultimo por su elevado

dinamismo (226,3%), ante los mayores volimenes embarcados (413,1%).

Ambos mercados son a la vez los principales demandantes de vieiras en el

mundo, sin embargo la participacién de las exportaciones peruanas en

Francia y EEUU, son poco representativas con relacién a las importaciones

de cada uno de dichos paises, 5,3% y 0,8%, respectivamente.

Grafico N° 1.7

Principales Paises de destino de las Exportaciones de Conchas

de Abanico del Peri. 1998-2003

Milesde US $ Participacion (%) Tasa de Crec. (%)

Paises 1998 2000 2003 98-03 2003 98-03 2003
Francia 25689 11492 8394 62.8 55.8 13.1 13.4
EEUU 3849 3721 3596 156 23.9 54.7 226.3
Bélgica 5668 1048 2136 10.2 14.4 15.7 1322.5
Reino Unido 150 1188 - 3.2 - - -
Holanda - 349 - 23 - - -
Canada - 166 954 1.3 3 89.2 877.5
Australia - 697 280 13 19 - -
Espaiia 121 362 - 1 - 3.6 -
Suiza - 216 - 0.9 - - -
Nueva Zelanda - 177 - 0.2 - - -
Taiwan - 54 - 0.2 - -68.2 -
Suecia - 0 156 0.2 1 63 -
Italia 78 14 - 0.2 - - -
Brasil - 200 - 0.2 - = -
México - 94 - 0.1 - - -
Venezuela - 16 - 0.1 - - -
Japén - 55 - 0.1 - -10.9 -
Resto 152 132 2 0.3 0 -27.5 -91.1
Total 35709 20011 15045 100 100 18.9 58.8
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Grafico N° 1.8
Principales Regiones de Destino de las Exportaciones
de Conchas de Abanico del Pera (1990-2003).
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LAS TOXINAS MARINAS EN LOS MOLUSCOS BIVALVOS

Generalidades

En el mar existen unas 4000 especies del fitoplancton microscopico. De estas,
hay unas 300 especies que crecen en concentraciones elevadas del orden de
20000 ceélulas por mililitro de agua. Suelen dar un color rojizo, y son conocidas
como “mareas rojas”. La mayoria de estos microorganismos son de tipo
dinoflagelados. Los dinoflagelados son microorganismos unicelulares moviles
propulsados por flagelos, se reproducen de forma asexual, realizan la
fotosintesis y mayormente son autétrofos. Muchos dinoflagelados pueden
entrar en una fase inmovil formando quistes en el fondo marino siendo
bastante resistentes, y vuelven a germinar cuando llegan unas condiciones
favorables de crecimiento (Shibamoto y Bjeldanes, 1996).

Existen alrededor de 60 especies de microalgas que producen sustancias
toxicas (ficotoxinas) en el ser humano. Estas sustancias toxicas son
absorbidas mediante filtracién (alrededor de 30 litros de agua al dia) por los

bivalvos (ostras, mejillones, vieiras, almejas) y llegan a nosotros mediante su



1.3.2

15

consumo. Estas toxinas marinas suelen ser resistentes a la coccion y pueden

producir diarreas, paralisis, amnesia, etc. (Lindner, 1994).
Se distinguen S grupos de toxinas en los bivalvos:

- Toxinas marinas paralizantes PSP (paralitic seafish poison)

- Toxinas marinas diarreicas DSP (diarrhea seafish poison)

- Toxinas marinas amnésicas ASP (amnesiac seafish poison)

- Toxinas marinas neurotdéxicas NSP (neurotoxic seafish poison)

- Toxinas marinas azaspiracidas AZP (azaspiracid poison)

Estas toxinas marinas alteran dos propiedades esenciales. La primera es la
de no permitir una buena permeabilidad celular de iones como el sodio,
potasio, calcio, cloruro ni tampoco de agua y nutrientes. Y la segunda es la de
alterar la intercomunicacion entre células debido a una alta afinidad de unién

de la toxina a los receptores de membrana (Shibamoto et al. 1996).

INTOXICACION PARALIZANTE DE LOS MARISCOS (PSP)

Los dinoflagelados que causan estas toxinas son las del genero Alexandrium
(A. tamarensis, A. minutum, A. catenella, etc.) conocido también como
Gonyaulax Las toxinas PSP son un grupo de 21 tetrahidropurinas. La
saxitoxina es la mas toxica y la primera que se sintetizd6 (un derivado
cristalino) en 1975. (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine biotoxins,
2004)

1.3.2.1 Propiedades quimicas y estructura
Los compuestos de la tetrahidropurina (un anillo de perhidropurina y
dos de guanidina) se dividen en cuatro grupos (FAO Food and
Nutrition papers 80, Marine biotoxins, 2004):
a. Carbamato. Tenemos Ila saxitoxina, neosaxitoxina y las

gonyautoxinas del uno al cuatro.
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N-sulfo-carbamoil. Tenemos gonyautoxina cinco y seis Yy
gonyautoxina C1, C2, C3y C4.

Decarbamoil (dc). Las mismas que las del grupo uno pero en
lugar de un grupo carbamato tenemos un grupo hidroxilo.
Desoxidecarbamoil (do). Tenemos do-saxitoxina, do-

neosaxitoxina, do-gonyautoxina 1.

La actividad téxica se encuentra en el grupo dihidroxi del anillo

heterociclico de cinco carbonos.

Son estables a pH acido e inestables en medio basico donde se

axiaan facilmente: estan ionizados positivamente en sus grupos

amino.
Grafico N° 1.9
Estructuras Quimicas de las toxinas PSP
H
|
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OH H H neoSTX GNTX6(B2) d:neoSTX doneoSTX
OH H 0S0O, GNTX1 C3 dcGNTX1 doGNTX1
OH 0sOo, H GNTX4 c4 dcGNTX4
Fuente: Mons er al., 1998: Quilliam er al., 2001
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Método de analisis

El método tradicional es el bioensayo en ratones. El procedimiento
era inyectarles intraperitonealmente 1 ml de extracto de moluscos a
ratones de 20 gramos de peso. El nivel de dilucion que les
ocasionaba la muerte en 15 minutos se defini6 como unidad ratén
(UR) equivalente a 0,18 microgramos de saxitoxina. La dosis minima
letal para el ser humano es de 4 mg, siendo para una dosis de 1 mg
intoxicacion leve. (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine
biotoxins, 2004)

También se realizan ensayos in vitro con cortes de hipocampo y

mediante el bloqueo de canales de sodio.

Se pueden realizar también inmunoensayos ELISA de absorcion

enzimatica mediante la interaccién antigeno anticuerpo.

Analisis quimicos caben destacar las técnicas fluorométricas y
calorimétricas, técnicas de cromatografia, de electroforesis y

espectrometria de masas.

Disponibilidad y mecanismos

La filtracion transporta las células de dinoflagelados al eséfago y
estébmago de los moluscos. Alli las toxinas se liberan y entran a los
6rganos digestivos. EI mayor porcentaje de toxicidad se encuentra en
las visceras (alrededor de un 96%). Una vez que se han absorbido
estas toxinas pueden sufrir algun tipo de biotransformaciéon. Por
ejemplo la epimeracion de la saxitoxina entre un hidrogeno y un
grupo sulfénico disminuye la toxicidad. O la separacién de un grupo
sulfato mediante hidroélisis acida aumentando la toxicidad.
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Algunos bivalvos tienen mayor tendencia a eliminar estas toxinas
rapidamente antes que otros.

Por ejemplo algunos tipos de vieira tienen gran capacidad de
acumular toxinas con una tasa de eliminacion lenta. También por

ejemplo los mejillones acumulan mas toxinas que las ostras.

Los mecanismos de accidén de la saxitoxina son muy parecidos a los
de la tetrodotoxina. Ambos bloquean selectivamente los canales de
sodio dependientes de voltaje, que se encuentran en el musculo
esquelético y cardiaco, impidiendo la propagaciéon del potencial de
accion. El tiempo de bloqueo depende de la velocidad de disociacion
de la toxina pero la duracién de la apertura del canal es funciéon de la
concentraciéon. (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine biotoxins,
2004)

El ser humano absorbe la toxina a través del tracto gastrointestinal y
la ruta de eliminacion principal es la orina. Los sintomas pueden
aparecer a los pocos minutos de ingerirlos y suelen derivar en
insensibilidad en los labios, manos y pies dificultando la movilidad e
incluso llegar al coma o la muerte. La barrera hematoencefalica no se

ve afectada ya que las moléculas de saxitoxina son hidrosolubles.

Las PSP con grupos N-sulfocarbamoil son menos téxicas pero si en
condiciones acidas (jugos gastricos de ratbn manipulados a pH 1,1)
se transforman en grupos carbamoil su toxicidad aumenta
considerablemente.

Reglamentacién en Europa
La Unién europea ha establecido el limite de toxinas PSP en 80
microgramos equivalentes de saxitoxina por cada 100 g de producto.

Y establecidé el tratamiento térmico como método de eliminacion
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parcial para ser mas tarde comercializable y apta para su consumo.
Los sintomas leves se deben a valores del orden de 120-300
microgramos de STX por persona. (FAO Food and Nutrition papers
80, Marine biotoxins, 2004)

1.3.3 INTOXICACION DIARREICA DE LOS MARISCOS (DSP)

Las toxinas DSP se acumulan en el tejido adiposo de los bivalvos.

1.3.3.1 Propiedades quimicas y estructura

Son sustancias liposolubles y se clasifican en tres grupos:

En el primer grupo estan el acido ocadaico (AO) y sus derivados las
dinofisistoxinas (DTX). Estas toxinas inhiben la actividad enzimatica
de la serina-treonina fosfatasa, que esta relacionada con la
inflamacion del tracto intestinal y la diarrea. EI AO, la DTX 1y la DTX
2 pueden estar aciladas con una serie de acidos grasos saturados e
insaturados desde el C 14 al C 18.

El segundo grupo de toxinas estan compuestas por lactonas polieter
del grupo de las pectenotoxinas (PTX) de las que se conocen 10.

El tercer grupo esta formado por un compuesto sulfatado, la
yesotoxina (YTX), un polieter tipo brevetoxina y su derivado la 45-
hidroxiyesotoxina (45-OH-YTX). Se ha observado en ratones que la

yesotoxina no causa diarrea y si esta desulfatada dana el higado.



Grafico N° 1.10
Estructuras Quimicas de las Yesotoxinas y
de la Adriatoxina

Grafico N° 1.11
Estructuras Quimicas del Acido Ocadaico, de las
Dinofisistoxinas y de las Pectenotoxinas.
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1.3.3.2 Métodos de analisis
Los métodos mas utilizados aqui también es el bioensayo en ratones.
Los métodos analiticos utilizados son la cromatografia liquida con
deteccion fluorométrica, acopladas a espectrometria de masas,
inmunoensayos y ensayos de inhibicion de la fosfatasa. (FAO Food

and Nutrition papers 80, Marine biotoxins, 2004)

1.3.3.3 Disponibilidad y mecanismos
Los mariscos acumulan facilmente estas toxinas diarreicas pero se
desconoce el tiempo de retencién. El orden de toxicidad varia, el
mejillon es el mas toxico seguido de las vieiras y luego las ostras. El
componente toxico principal es el acido ocadaico. Este provoca una
contraccion de larga duracién en el musculo liso ya que inhibe la
fosfatasa de la miosina.

Los niveles de toxicidad (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine
biotoxins, 2004) en el ser humano son de no mas de 2 microgramos
de AO o 1,8 microgramos de DTX 1 por gramo de hepatopancreas.
Los sintomas son diarreas, nauseas, vomitos y dolores abdominales,
no tiene efectos letales. Las tres toxinas DSP a destacar en su efecto
diarreico son el AO, laDTX 1yla DTX 2.

1.3.3.4 Reglamentacién en Europa
En 20002 se establecio el limite de la suma de AO mas DTX y PTX
en 160 microgramos de equivalente por Kg. de producto. La
concentracion maxima YTX es de 1 mg equivalente por Kg. de

producto.

1.3.4 INTOXICACION AMNESICA POR MARISCOS (ASP)

También es conocida como intoxicacién por acido domoico (DAP: domoic acid
poison). Aparecen en floraciones de diatomeas del género Pseudo-nitzchia
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cuyo habitat se encuentra en los océanos Atlantico y Pacifico, Nueva Zelanda
y mar de Japén (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine biotoxins, 2004).

1.3.4.1 Propiedades quimicas y estructura
El acido domoico es un amino acido cristalino y soluble en agua. Es
una potente toxina de la clase de los compuestos cainoides. Produce
despolarizacién al unirse a receptores especificos de neurona. Al
poseer un cromoforo fuerte se puede detectar mediante
espectroscopia ultravioleta. Tiene 8 isOmeros geométricos y un
diasteredomero.

Grafico N° 1.12
Estructuras Quimicas del Acido Doméico y sus Isémeros.
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1.3.4.2 Distribucion y mecanismos
Los niveles de absorcion mediante filtracion dependen segun la
especie y zona, y esta en funcion de la cantidad de células de
microalgas que se encuentre disponible. La eliminacién también
depende segun este almacenada en tracto gastrointestinal
(eliminacién mas rapida) o en los tejidos. En la almeja y la ostra el
acido domoico reside basicamente en los intestinos.

Los mecanismos de accion tienen lugar en los receptores de amino
acidos excitables como el Lglutamato y L-aspartato y en la
transmision sinaptica El acido domoico se une a receptores del tipo
quisqualato y a la N-metil-D-aspartato (NMDA) abriendo los canales
de sodio y despolarizando la membrana. Permite también la entrada
de calcio pudiendo provocar la muerte celular. Estas acciones se
pueden evitar con feniclidina y APV (D-2-amino-5-fosfonovalerato).

Los sintomas mas comunes en el ser humano son vémitos,
calambres abdominales, dolor de cabeza y pérdida de memoria. La
concentracién maxima permitida es de 20 mg de acido domoico por

Kg. de producto.

1.3.5 INTOXICACION NEUROLOGICA POR MARISCOS (NSP)

Se producen debido a las brevetoxinas polieteres que producen los
dinoflagelados Gymnodinium breve.

1.3.5.1 Propiedades quimicas y estructura
Las brevetoxinas son polieteres ciclicos de entre 10 y 11 anillos,
estables al calor y a los acidos,solubles en lipidos. En la posicién 5 se
dan uniones especificas a los canales de sodio produciendo un efecto
toxico. (FAO Food and Nutrition papers 80, Marine biotoxins, 2004)



Grafico N° 1.13
Estructuras Quimicas del las Brevetoxinas A y B.

Brevetexinas Tipo 1 (A): PbTx-1. R =CH,C(=CH,)CHO
PbTx-7. R = CH,C(=CH,)CH.OH
PbTx-10. R =CH,CH(CEyCH.OH
R
Brevetoxinas Tipo 1 (B) PbTx-2 R =CH,C(=CH,)CHO
oxidadaPbTx-2 R = CH,C(=CH,)COOH
PoTx-3 R =CH,C(=CH,)CH,OH
PoTx-8 R =CH,COCH,CI
PbTx-9 R =CH,CHE(CEyCH.OFK
PoTx-§ amllo-X acezato de PbTx-2
PoTx-6 anullo-H epoxdo de PbTx-2

Grafico N° 1.14
Estructuras Quimicas de los analogos de las Brevetoxinas BTX-B1,
B2 y —B4 aisladas de mariscos contaminados.
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Grafico N° 1.15
Estructuras Quimicas del analogo de la Brevetoxinas
aislada de mariscos contaminados.

> COOH

I}'uente: Yasumoto eral., 2001 BTX-B3 R = CH;(CH,);.CO cr CH;(CH,);s€CO

1.3.5.2 Distribucion y mecanismos
La absorcién depende de la especie al igual que su biotransformacién
que es especifica también para cada especie. Por ejemplo en
presencia de 5000 células por ml las ostras son capaces de incorporar
las toxinas en menos de 4 horas y eliminarlas en menos de 36 horas.
Puede haber cambios conformacionales en los anillos de las

brevetoxinas disminuyendo su capacidad téxica.

Son inhibidores enzimaticos de las proteinazas lisosomales que se
encuentran en ceélulas fagociticas como los macrofagos y los linfocitos
pudiendo tener por tanto efectos inmunolégicos. Una exposicién en
aerosol de la brevetoxina también produce toxicidad, por ejemplo
dificultades respiratorias, conjuntivitis y catarros. Los sintomas por
consumo son vomitos, diarrea, sudoraciones, arritmias, calambres,
paralisis y coma.

También existe toxicidad por contacto directo, por ejemplo al nadar
cerca de floraciones, produciendo irritaciones en los ojos y fosas
nasales.
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No se deben superar valores de 80 microgramos por 100 gramos de

producto.

1.3.6 INTOXICACION POR AZASPIRACIDA EN MARISCOS (AZP)

En un principio se pensé que la toxina era la DSP ya que producia sintomas

similares. Finalmente se aisl6 la azaspiracida.

1.3.6.1

1.3.6.2

1.3.6.3

Propiedades quimicas y estructura

La azspiracida se extrajo de mejillones irlandeses. Es un soélido
amorfo sin color. También se han aislado 4 analogos 2 de ellos eran
la 8-metilazaspiracida y la 22- demetilazaspiracida.

Poseen una amina ciclica y no tienen anillo carbociclico ni de lactona.

Distribucion y mecanismos

La mayor parte se acumula en las glandulas digestivas, y pueden
migrar a otros tejidos. Sus mecanismos de accidon se desconocen
hasta el momento.

Reglamentacién en Europa
En 2002 se concluyé que los niveles maximos fuesen de 160

microgramos por Kg. de producto.

Los métodos de bioensayo en ratones son los mas comunes,
considerandose el ensayo de referencia en caso de discrepancia.
Como métodos analiticos se usan cromatografia liquida de
fluorescencia, de espectrometria de masas y los inmunoensayos.
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Grafico N° 1.16
Estructuras Quimicas de las azaspiracidas.

HO

B R R R
azaspiracid (AZA) H H CH, H
azaspiracid-2 (AZA2) H CHy CH; H
azaspiracid-3 (AZA3) H H H H
azaspiracid-4 (AZA4) OH H H H
azaspiracid-5 (AZAS5) H H H OH

ANALISIS INSTRUMENTAL: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION

INTRODUCCION

La cromatografia es un método fisico de separacién basado en la distribucién
de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o
estacionaria y otra movil. En cromatografia liquida, la fase moévil es un liquido

que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija.

La cromatografia liquida “clasica” (Sadek, 2002) se lleva a cabo en una
columna generalmente de vidrio, la cual esta rellena con la fase fija. Luego de
sembrar la muestra en la parte superior, se hace fluir la fase moévil a través de
la columna por efecto de la gravedad. Con el objeto de aumentar la eficiencia
en las separaciones, el tamafo de las particulas de fase fija se fue
disminuyendo hasta el tamaiio de los micrones, lo cual generé la necesidad
de utilizar altas presiones para lograr que fluya la fase movil. De esta manera,

nacié la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), que
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requiere de instrumental especial que permita trabajar con las altas presiones

requeridas.

Dependiendo del tipo de fase fija y del tipo de fenémeno fisico que provoca la

separacioén, la cromatografia liquida de alta resolucién puede ser:

1411

1.4.1.2

1413

Cromatografia de absorcion.
La fase fija es un sélido y se utiliza casi exclusivamente silice (silica)
y en mucha menor medida alimina.

Cromatografia de reparto.

En casi todos los casos (Sadek, 2002), como fase estacionaria se
utilizan compuestos unidos quimicamente a un soporte soélido de
silica. Se la subdivide en cromatografia en fase normal y fase

reversa.

En la cromatografia en fase normal, la fase fija es polar (como por
ejempio agua o trietilenglicol) y los compuestos menos polares eluyen
primero.

En la cromatografia en fase reversa, el compuesto unido
quimicamente es un hidrocarburo alifatico y se emplean fases
moéviles polares. En este caso, las sustancias mas polares eluyen
primero.

Cromatografia iénica.
Se utilizan columnas rellenas con resinas de intercambio i6nico para
separar y determinar iones.
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1.4.1.4 Cromatografia de exclusion por tamano.
La fase fija esta formada (Sadek, 2002) por particulas poliméricas o
de silice que contienen una red uniforme de poros y llevan a cabo un

fraccionamiento relacionado con el tamafo molecular.

Las moléculas de tamafio mayor son excluidas y eluyen primero,
mientras que las mas pequefas que penetran en los poros son

retenidas mas tiempo.

1.4.2 INSTRUMENTAL

Un equipo para cromatografia liquida de alta resolucién puede representarse

por el siguiente esquema:

La fase movil (Sadek, 2002) puede ser un solvente puro o0 una mezcla de
solventes. Cuando se trata de una mezcla, puede programarse la bomba para
que tome solventes de diferentes botellas en una proporcion determinada vy
realice la mezcla en una camara de mezclado. Cuando durante toda la
separacion se utiliza siempre el mismo solvente, se denomina isocratica, sin
embargo es normal realizar un gradiente de composicion del solvente a lo
largo de la cromatografia para mejorar la eficiencia y acortar la duracion del
proceso. Estos gradientes de solvente también son realizados en forma
automatica por las bombas.

La bomba envia al solvente a través de cafios de diametro pequefio,

generalmente de acero inoxidable, hacia la valvula inyectora.

Esta consiste en una valvula de seis vias que permite introducir en el flujo de

solvente, la muestra contenida en un aro o loop de volumen calibrado.

Luego de que se produzca la separacion en la columna, los componentes de

la mezcla pasan por el detector. Este produce una sefial eléctrica proporcional
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a la cantidad de materia y esa sefial es enviada al registrador que realiza un

grafico de intensidad en funcion del tiempo (cromatograma) del tipo.

Idealmente, se trata de picos gaussianos y cada pico corresponde a un
componente de la muestra original. El integrador calcula ademas el area
correspondiente a cada pico, la cual es proporcional a la cantidad de

sustancia.

Dado que los detectores de HPLC son no destructivos, es posible recuperar
los productos que salen de él. De esta manera, dependiendo del tamaio del
loop de inyeccion y de la columna, y del tipo de bomba, es posible realizar

ademas de separaciones analiticas, cromatografias preparativas.

PARAMETROS RELEVANTES

Los parametros teoricos que caracterizan las separaciones cromatograficas
por HPLC son idénticos a los descriptos en cromatografia gaseosa.

En HPLC, en lugar de variar la temperatura de la columna para mejorar la
resolucion del cromatograma, se cambia la composicién de la fase movil a lo

largo de la separacioén utilizando mezclas de entre dos y cuatro solventes.

ETAPAS DEL ANALISIS DE UNA MUESTRA

Son idénticas a las puntualizadas para cromatografia gaseosa.

En lo que respecta a la optimizacion de las condiciones experimentales
(Lindholm, 2004), en este caso es posible realizar ensayos preliminares
orientativos utilizando cromatografia en capa delgada con la misma fase fija

que contiene la columna.

Por otra parte es necesario tener en cuenta que dado que se utilizan altas
presiones, es imprescindible evitar la presencia de particulas que puedan
obstruir los cafios y la formacion de burbujas que puedan deteriorar el relleno

de las columnas y que produzcan inestabilidad en la sefial del detector.
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Para evitar las obstrucciones, los solventes y las muestras a inyectar se filtran
con membranas de 0,45 a 0,22 ym. Para evitar la formacién de burbujas, los
equipos de HPLC cuentan con desgasadores de solvente por vacio o por
burbujeo con He y, en el caso de no contar con los mismos, se deben
desgasar los solventes por medio de ultrasonido o agitacion bajo vacio antes
de utilizarlos como fase movil.

1.4.4.1 Procedimiento

Cuando se desarrolla una técnica analitica por HPLC (Sadek, 2002),
normalmente se elige en primer lugar una fase fija adecuada y una fase
moévil con una composicién tal que sea compatible con la fase fija, que
disuelva los componentes a analizar y que permita una buena
separacién. Luego se optimizan las condiciones de flujo de solvente,
cantidad de muestra a inyectar y, en el caso de un detector de
absorcion como el que se empleara en este caso, se determinara la/s
longitud/es de onda de deteccion.

Grafico N° 1.17
Equipo HPLC.



CAPITULO Il

METODOLOGIA ESTADISTICA PARA LA VERIFICACION DE LOS

2.1

2.1.1

PARAMETROS DE VALIDACION

Verificacion del parametro de Veracidad.
La Veracidad, se determinara mediante ensayos de recuperacién, adicién de

patrén, comparacion con otros métodos de exactitud conocida, comparacién
con materiales 0 muestras de referencias certificadas o mediante pruebas

interlaboratorio.

Ensayos de Recuperacion o Adicion de Patrén:

La recuperacién del analito se puede estimar por el analisis de muestras
adicionadas con cantidades conocidas del mismo. Estas muestras pueden ser
adicionadas en el rango en el que se encuentra el analito normalmente o en

los diferentes niveles en el que se encuentra este (EURACHEM, 1998).

A.- Verificacion
Se realizara calculando el porcentaje de recuperacién segun la siguiente
féormula:
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Ecuacion N° 2.1
Estimador del porcentaje de Recuperacion.

(%) Recuperacion = (C,; ¢ Jx 100
3

C1 = Concentracion determinada de la muestra adicionada o
Patron.

C2 = Concentracion determinada de la muestra no adicionada.

Cs = Concentracion adicionada.

B.- Criterios de aceptacion.
El método tendra recuperacion aceptable si el porcentaje de la
recuperaciéon se encuentra dentro de los rangos indicados en la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) en funcién de la
concentracion del analito. (Asociacién Espanola de Farmacéuticos de la
Industria, 2001) que es la siguiente:

Cuadro N° 2.1
Valores aceptables de recuperacion segun la AOAC, en funcion
de la concentracion del analito ( AOAC, 1993; Huber, 1999).

Factor de
Recuperacién
Relacién Unidades (%)

1 100% 98-102
10 “V >= 10% 98-102
10 @ >= 1% 97-103
10 “¥ >=0.1% 95-105
10 4 100 ppm 90-107
10 9 10 ppm 80-110
10 ® 1 ppm 80-110
10 ‘9 100 ppb 80-110
10 ® 10 ppb 98-110
10 2 1 ppb 98-111
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2.1.2 Mediante Comparacion con otros métodos de analisis.

A.-

Verificacion.

Si existe un método de referencia, podemos comparar los resultados
obtenidos de las muestras analizadas por ambos métodos.

Criterio de Aceptacion.

Estudiando el grado de proximidad entre ellos, para poder concluir
mediante una prueba de diferencias T — Student al 95% de confianza. En
el caso de datos no parameétricos aplicar el test de Mann- Whitney al
95% de confianza. En ambos casos los test deben ser no significativos.

2.1.3 Mediante Pruebas Interlaboratorio:

A.-

B.-

Verificacion.
La veracidad de los resultados se cuantificaran mediante pruebas

interlaboratorios, utilizando los puntajes Z-score (Zi).

Ecuacion N° 2.2
Puntaje Z-Score de cada laboratorio.

X, : Promedio de resultados del laboratorio i-€simo.
M Valor de referencia o valor de consenso del interiaboratorio.
o  Desviacion estandar del valor de referencia o del valor del consenso.

Criterio de Aceptacion.
Si los puntajes Z-Score son menores o iguales (en valor absoluto) a 2,
concluiremos que los resultados obtenidos en el interlaboratorio son

veraces.

2.1.4 Mediante Material de Referencia Certificado:

A.-

Verificacion.
Si se cuenta con una muestra o material de referencia certificado, se

necesitara cuando menos 10 repeticiones de analisis de dicha muestra

o material para poder verificar la veracidad de la metodologia.
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Criterio de Aceptacion.
La prueba t-Student debe ser no significativa al 95% de confianza. En
el caso de datos no parameétricos aplicar el Test de Wilcoxon al 95% de

confianza.

Mediante Pruebas de comparacion con otro Laboratorio

A.-

Verificacion.

La veracidad de los resultados se verificara comparando el valor de
tendencia central (promedio o mediana) de los resultados parciales del
otro laboratorio, con los datos obtenidos data obtenida en el nuestro.
Criterios de Aceptacion.

Ser no significativo al utilizar el estadistico t — Student al 95% de
confianza. Para el caso de datos no paramétricos aplicar el test

Wilcoxon al 95% de confianza.

Verificacion del parametro de Precision

Para verificar la precision del método, se realizara con cualquiera de las

siguientes condiciones:

Condiciones de Reproducibilidad. Determinada en pruebas
interlaboratorios  (diferente  laboratorio, analista, dias, equipos,
proveedores, reactivos, etc).

Condiciones de Repetibilidad. Determinada en pruebas intralaboratorios
(mismo analista, mismo equipo, intervalo corto de tiempo de analisis y

mismos reactivos).

Mediante las condiciones de Reproducibilidad

A.-

Verificacion.
La precision de los resultados se estimara con la desviacion estandar

relativa de reproducibilidad (RSDg) del interlaboratorio:
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Ecuacion N° 2.3
RSD de reproducibilidad.

RSD, = 52 100%
X

Sk: Desviacién Estandar de Reproducibilidad del interlaboratorio.

X : Promedio de los resultados del interlaboratorio.

Comparando el valor tedrico de la desviacion estandar relativa de
reproducibilidad de Horwitz (RSDgr) que se determina de la siguiente
manera (The Health and Safety Executive, Biocides and Pesticides
Unit; 2001).

Ecuaciéon N° 2.4
RSD de reproducibilidad de Horwitz.

__ ~1-0.5xlog(Concentracion)

En caso que los resultados del interlaboratorio no posean distribucion

normal el valor de la de la desviacion estandar relativa de
reproducibilidad (RSDR) sera:

Ecuacion N°2.5
RSD de reproducibilidad para resultados no normales.

RSD, =

Szr: Desviacion Estandar de Reproducibilidad del interlaboratorio respecto a la
mediana.

Mer: Mediana de los resultados del interlaboratorio.
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Criterios de Aceptacion.
Los valores del RSDgr experimentales deben ser menores o iguales al
RSDgr de Horwitz.

2.2.2 Mediante las condiciones de Repetibilidad

A.-

Verificacion.
La precision de los resultados se estimara con la desviacién estandar
relativa de repetibilidad (RSDy):

Ecuaciéon N° 2.6
RSD de repetibilidad.

RSD, = ‘SL’ x100%
x

S_,: Desviacion Estandar de Repetibilidad del método.

X : Promedio de los resultados bajo condiciones de repetibilidad.

Comparando el valor tedrico de la desviacion estandar relativa de
repetibilidad de Horwitz (RSD,;) que se determina de la siguiente
manera (The Health and Safety Executive, Biocides and Pesticides
Unit; 2001).

Ecuacion N° 2.7
RSD de repetibilidad de Horwitz.

2

_ 1-0.5xlog( Concentracion)
RSD, =—x2

En caso que los resultados del interlaboratorio no posean distribucion
normal el valor de la de la desviacion estandar relativa de repetibilidad
(RSDy) sera:

Ecuacion N° 2.8
RSD de repetibilidad para resultados con distribuciones no normales.

S,
Me

x100%

RSD, =
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Sz: Desviacion Estandar de Repetibilidad respecto a la mediana.

Me: Mediana de los resultados bajo condiciones de repetiibilidad.

B.- Criterios de Aceptacion.
Los valores del RSD, experimentales deben ser menores o iguales al
RSD, de Horwitz.

Verificacion del parametro de Linealidad.

Los métodos instrumentales de analisis se basan en la medida dealguna
propiedad fisica del analito denominada senal analitica (absorcién,
conductividad, potencial o emisién de luz, etc.), relacionada con la naturaleza
del analito y su concentracion.

Los métodos instrumentales son métodos relativos, en los cuales se compara
la sefal analitica obtenida para una muestra con la sefial obtenida con uno o
mas patrones.

En este contexto, el calibrado consiste en obtener una relacion matematica
entre la sefal analitica y la concentracién / composicién de la muestra,
siguiendo un proceso en el que intervienen uno o mas patrones.

En la practica, y siempre que es posible, se prefiere trabajar en una situaciéon
de linealidad (debido a la ley de Lambert-Beer), en la cual la ecuaciéon que

relaciona entre senal analitica y concentracién es una linea recta.

Mediante analisis de regresion de concentraciones estandares y
respuestas del equipo.
A.-  Verificacién.
Se leeran 4 concentraciones estandares (x) y con sus respectivas
respuestas del equipo (y) se realizara un analisis de regresion lineal.
B.- Criterio de Aceptacion.
El analisis de regresion debe ser significativo y poseer un coeficiente
de correlacibn mayor o igual a 0.999. (Nordisk Metodikkomité for

Naeringsmidler, Procedure No 4 Version 1, 1996, Validation of Chemical Analytical
Methods. Finlandia)
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Verificacion del parametro de Limite de Deteccion y Limite de
Cuantificacion del Método.

Los limites de deteccién del método (LDM) y limite de cuantificaciéon del
método (LCM) (Asociacion Esparnola de Farmacéuticos de la Industria, 1998)
son importantes por determinan el la menor concentracién que podria leer el
metodo de ensayo y la menor lectura de concentracion con precision del
analitos respectivamente.

Mediante la extrapolacion de la recta de calibrado a concentracién cero.

Para determinar el LDM y el LCM seguiremos los siguientes pasos:

1. Hallar una recta de regresiéon entre la concentracion (X) y la respuesta del
equipo (Y,)

Ecuacion N° 2.9

2. Estimar la respuesta del equipo para una concentracion X = 0:

Ecuacion N° 2.10

3. Hallar una recta de regresién entre la concentracién (X) y la desviacion
estandar de la respuesta del equipo (Y>)

Ecuacion N° 2.11

4. Estimar la desviacién estandar de la respuesta del equipo para una
concentracién X = 0:

Ecuacion N° 2.12
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5. Estimar el LDM y el LCM en la respuesta del equipo de la siguiente
manera :
Ecuaciéon N° 2.13

Ecuacién N° 2.14

6. Estimar el LDM y el LCM respecto a la concentracién de la siguiente
manera :

Ecuacion N° 2.15

Ecuacion N° 2.16

vt = L

Donde “b” es la pendiente de la concentracion y la respuesta del equipo
de la linealidad del método.

2.5 Verificacion del parametro de Robustez.
La Robustez (Robustness) de un método de ensayo es la capacidad de un
procedimiento analitico de no ser afectado por pequefias pero deliberadas
variaciones en los parametros del método provee una indicacion de su
confiabilidad en condiciones de uso normales. En algunas disciplinas es
considerado sindnimo de Resistencia o fortaleza (Ruggedness). (FAO ,2000)
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A.- Verificacion.
El disefio de Youden - Steiner permite estudiar si el factor influye
significativamente sobre el resultado. En la cuadro N° H1 se muestran
las combinaciones para éste estudio donde las variables que son propias
del método se indican con letras mayusculas (A, B, C, D, E, F, G) y con
letras minusculas (a, b, ¢, d, e, f, g) corresponden a los factores que han
sido alteradas.
Cuadro N° 2.2
Disefo experimental de Youden Steiner
N° Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E Factor F Factor G
R1 A B C D E F G
R2 A B c D e f g
R3 A b C d E f g
R4 A b c d e F G
R5 a B C d e F g
R6 a B c d E f G
R7 a b C D e f G
R8 a b c D E F g

A.1 Determinacion de los efectos de cada Factor

Los efectos de cada factor son cuantificados de la siguiente manera:

Ecuacion N° 2.17

EfeCIOFaclor( A-a) =

ZRiA;ZRia'

B.- Criterio de Aceptacion.

Los efectos de cada factor (FAO, 2000) deben ser menores o iguales a

2,24S,. Esto significa que si el efecto del factor es superior al efecto

maximo permisible podemos afirmar que no se puede alterar dichos

factores porque los niveles alternativos de dichos factores alteran

significativamente el resultado de la determinacion del analito en cuestion.
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Verificacion del parametro de Selectividad-Especificidad.
Mediante Examen Visual:

A.-  Verificacion.
Adicionar un blanco reactivo a un patrén o concentracion estandar y

realizar otro ensayo sin adicién.

B.- Criterio de Aceptacion.

Visualizar igualdad en las curvas de ambos graficos.

Mediante Adiciones a concentraciones estandares.

A.- Verificacion.
Realizar adiciones de blancos reactivos a 5 concentraciones
estandares.

B.- Criterio de Aceptacion.
Utilizar una prueba chi-cuadrado entre los valores esperados
(concentraciones estandares) y los observados (concentraciones
estandares adicionados con los blancos reactivos). La prueba debe ser
no significativa al 95% de confianza.

Estimacion de la Incertidumbre.

Para determinar la incertidumbre utilizamos el procedimiento "global"
(EURACHEM, 1998), aprovechando la informacién que se ha generado
durante el proceso de verificacion de la trazabilidad. La fig.1 muestra la
expresion para calcular globalmente la incertidumbre. Se observa que las
fuentes de incertidumbre identificadas en la determinacién de Acido Domoico
pueden agruparse en cuatro componentes:

1) Incertidumbre debida a la precision;

2) Incertidumbre debida a la verificacién de la trazabilidad;

3) Incertidumbre debida a la heterogeneidad de la muestra; y

4) Incertidumbre debida a otros términos.
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Cuadro N° 2.3
Componentes de incertidumbre.

Verificacion de la Submuestreos y Otros
trazabilidad pretratamientos Componentes

|

2 2 2
U =Kx \l U precision + U tr azabilidad + Uzheflogeneidad +U otros terminos

El cuadro N° 5.38 muestra que los dos primeros términos de la expresién se
pueden obtener utilizando la informacion generada durante el proceso de
verificacion de la trazabilidad, es decir cuando se analizo el MRC-Mus-c .La
incertidumbre debida a la precisién corresponde a la variabilidad experimental
del método analitico, y en ella se incluyen las fuentes de incertidumbre
asociadas a todas las etapas del método analitico, consideradas de una forma
global(precisién de la balanza, etapa de extraccién, curva de calibracion, la
recuperacioén y la precisién del material volumétrico.

El segundo termino, U%razabilidad, considera la incertidumbre asociada a
asegurar que el método proporciona resultados trazables. Para asegurar
esto se ha debido analizar el MRC Mus-c con los consiguientes componentes
de variabilidad asociados (incertidumbre del propio material y los mismos

términos de incertidumbre asociados a la precision del método, U2precision).

El tercer término de expresion considera a la incertidumbre asociada a la
heterogeneidad de las muestras de moluscos bivalvos. Esto es debido como
el MRC es una muestra homogénea, la U?trazabilidad no tiene en cuenta las
etapas de de homogenizacién que se tendran que aplicar a las futuras
muestras de rutina. Por ultimo, el cuarto termino, y en el caso concreto del
analisis de Acido Domoico se podrian incorporar la incertidumbre asociadas
de las muestras de rutina (en caso de analizar muestras que no fueran de

moluscos bivalvos).



2.7.1 Incertidumbre debido al Proceso de Verificacion de la Trazabilidad
Se calcula teniendo en cuenta la incertidumbre de la referencia y de la

precision del método.

Cuadro N° 2.4
Componentes de la incertidumbre de la verificacién de trazabilidad.

' 2 2
UCRM + S

K Jno

.\ ~ ~

Utrazabilidad =

Donde:

Ucrm: Incertidumbre de la muestra de referencia certificada.

K: Factor de cobertura asociado al 95% de confianza de una distribucion normal.
S: Desviacion estandar asociada a las repeticiones del analisis de la CRM.

n: Numero de repeticiones del analisis de la CRM.

2.7.2 Incertidumbre debida a la Heterogeneidad de la Muestra

Este componente de la incertidumbre se estima mediante la desviacion
estandar de los resultados de muestras en condiciones de homogenizado con

el procedimiento analitico en condiciones de repetibilidad.

Cuadro N° 2.5
Estimacion del componente de la incertidumbre debida la heterogeneidad.

Unemgenstat = NS e




CAPITULO 1l

VALIDACION DE LA DETERMINACION DE ACIDO DOMOICO POR

3.1

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) EN

MUESTRAS DE CONCHA DE ABANICO

INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha notado una disminucién de aguas libres de riesgo
de envenenamiento, probablemente debido a los cambios ambientales locales
o globales, la contaminacion del agua por nutrientes usados en la agricultura,
por desechos industriales o urbanos, el transporte de especies nocivas y sus
formas quisticas en el agua de lastre de barcos de carga y el aumento de la
temperatura del mar debido al calentamiento global de la atmdsfera. Debido a
ello, posiblemente cada vez con mayor frecuencia e involucrando a un
nuamero creciente de areas costeras del planeta, se producen floraciones de

algas nocivas.

Las algas predominantes en el fitoplancton son las diatomeas, flagelados y
dinoflagelados, que se distinguen por su forma de vida y estrategia de
reproduccion. Entre ellas, las diatomeas del género Pseudonitzschia generan
una sustancia toxica llamada acido domoico, compuesto que causo durante
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1987 en Canada una serie de intoxicaciones en humano, asociadas a
pérdidas de la memoria.

El acido domoico pertenece al grupo de aminoacidos llamados Ocanoicos, los
cuales estan clasificados como neuroexcitantes que interfieren con los
mecanismos de neurotransmision en el cerebro, de alli su nombre de veneno
amnésico de los mariscos o biotoxina ASP (Amnesic Shellfish Poisoning).
Este acido se aislé originalmente de una macroalga llamada Chondria armata
por investigadores japoneses3. Para multiplicarse requieren luz presente sélo
en la capa superficial, nutriente (nitratos, fosfatos, silicatos, etc.),
oligoelementos (hierro, cobre, manganeso, zinc, etc.) y algunas sustancias

organicas (vitaminas, acidos humicos, etc.).

En el mar, estos nutrientes circulan desde las profundidades marinas a la
superficie, siendo mas fértiles las areas marinas donde el agua profunda es
forzada a elevarse, produciéndose una mezcla vertical o “surgencia”. Si bien
los florecimientos de algas ocurren en muchas zonas del planeta, son mas
frecuentes en los mares templados, donde los cambios estacionales son
intensos.

El acido domoico (Pérez, 2002) se une con alta afinidad a receptores de
glutamato ubicados en el sistema nervioso central, los que estan presentes en
alta proporcién en neuronas del hipocampo, en centros responsables del
procesamiento de la memoria.

El acido domoico activa estos receptores, abriendo un canal iénico que deja
pasar al interior de la neurona altas concentraciones del i6n calcio,
ocasionando la destruccion de estas células y la pérdida de la memoria de
corta duracion en los sujetos intoxicados; esta neurodegeneraciéon puede ser
irreversible, provocando que los pacientes mas graves queden discapacitados

de por vida.



47

Debido a la aparicién de brotes de intoxicacion por el consumo de mariscos
en varias partes del mundo y no teniendo una informacién certera de que
estos brotes se hayan presentado en el Peri o que se hayan evaluado
sistematicamente, es importante tener en cuenta su ocurrencia como

problema de salud publica.

La actividad pesquera es una de las tareas econdémicas de mayor
envergadura en el Perud, principalmente la industria de harina y aceite de
pescado, le siguen en menor volumen la conservera y el congelamiento de
especies hidrobiologicas.

Estas actividades estan orientadas en su mayoria a la exportaciéon. Siendo
una actividad en auge, es necesario brindar una cobertura sanitaria que
garantice la inocuidad de sus productos, para no sufrir restricciones
comerciales futuras y poner en riesgo al consumidor, que cada vez es mas
exigente en aspectos de salud y ambiente. Es por todo ello que se requiere de
la implementacién de equipos y técnicas de laboratorio confiables, exactas,
veraces, precisas, repetibles y un bajo nivel del limite de cuantificacion para la
evaluacién de biotoxinas como el acido domoico.

Existen varios métodos para medir el acido domoico: bioensayos (inyeccién
intraperitoneal en ratones) y métodos quimicos por cromatografia liquida de
alta performance o HPLC (extraccion clorhidrica y metanélica), siendo el mas
aceptado la extracciéon metalénica por HPLC. En nuestro pais, comunmente
se desarrolla el método de bioensayo en ratones, que tiene un limite de
deteccion de 40 ppm (mg/Kg), sin embargo, dada las exigencias
internacionales de contar con un método mas sensible para la medicion de
acido domoico6, se realizé el presente trabajo, cuyo objetivo fue validar el
método CERPER LE-ME-AD. Determinacion de Acido Domoico en moluscos

bivalvos (conchas de abanico, navajas, machas, choros, palabritas, almejas,
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etc.) por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (limite de
cuantificacion = 0,82 ppm 6 mg/Kg).

EQUIPOS

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
marca Shimadzu, modelo LC-10A con inyector automatico, bomba con
sistema de degasificaciébn, horno para la termostatizacion de la columna,
sistema de registro y procesado de datos cromatograficos y detector UV de
arreglo de diodos (longitud de onda variable).

Ademas, se conté con una columna cromatografica de acero inoxidable C-18
para fase reversa, marca SUPELCO de 15 cm x 4,6 mm de diametro interno y
5 mm dediametro de particula. Las condiciones tipicas de operacién fueron:
sistema isocratico, flujo 1,25 mL/min, volumen de inyeccién 10 mL, deteccion

UV 242 nm, temperatura del horno 400C y tiempo de corrida 15 minutos.

REACTIVOS

Se emplearon los siguientes reactivos: metanol grado HPLC (Merck),
acetonitrilo grado HPLC (Merck), agua tridestilada o grado HPLC, acido
trifluoracético grado espectrofotométrico (Merck) y solucién certificada de
acido domoico DACS 1(Instituto de Biociencias Marinas de Canada). Ademas,
se prepararon diluciones de la solucion certificada del estandar entre los
rangos 5-30 mg/mL para la curva de calibracion; y la fase moévil consistié de
una solucién de acetonitrilo: agua: acido trifluoracético (10: 89,9: 0,1;v/v).

PROCEDIMIENTO

Preparacién de la muestra

Se tomé aproximadamente 1000 gramos de moluscos bivalvos (concha de
abanico) extraidos de la zona sur del Peru. El material de referencia (MUS-
1B) se import6 del Instituto de Biociencias Marinas de Canada en Diciembre

de 2005. Luego de limpiar con agua dulce el interior y exterior de los bivalvos
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para eliminar la arena y otras sustancias extrafas, se separ6 la carne de la
concha, seccionando los musculos aductores y el tejido adherido a la
charnela, se recogi6 aproximadamente entre 100-150 g ( Pérez, 2002) de
vianda en un recipiente de vidrio. Seguidamente, se acondicioné la vianda
para permitir su drenado durante 5 minutos, se deseché el drenado, y se
homogeneizé la muestra mediante una licuadora de cuchillas inoxidables

hasta obtener una masa homogénea.

En la preparacion de moluscos en conserva, se trituré la vianda mezclandola
con el liquido de cobertura, posteriormente se homogeneizé6 en forma
semejante a la descrita anteriormente. En el caso de conservas con envases
de gran capacidad, se separdé la carne dejandola drenar durante unos
minutos, recolectando todo el liquido de gobierno. Se determiné el peso de la
carne y el volumen del liquido, a fin de poder recombinar posteriormente

porciones de cada fraccion en cantidades proporcionales.

Se tritur6 una porcion de la vianda, se recombind con una cantidad
proporcional del liquido de gobierno y se homogeneizé como fue descrito
anteriormente.

Proceso de extraccion

Se peso6 4 g de muestra ( Pérez, 2002) preparada directamente en un tubo de
centrifuga al que se adicion6 16 mL de metanol 50%; esta muestra se
homogeneizé durante 3 minutos en el vortex y después se centrifugd a 5000
rpm durante 15 minutos. Se filtraron 1-5 mL del sobrenadante a través de
fitros de membrana de 0,45 mm y se inyectaron soluciones patrén de acido

domoico dentro del rango de 5-30 mg/uL.

La identificacion del acido domoico se realizé por comparacién con el tiempo
de retencién del patrén, la confirmacién se efectué mediante la adicion del

patrén a los extractos de las muestras analizadas, observandose un aumento
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del area del pico y la ausencia de aparicién del desdoblamiento de éste. Se
considero6 positivo cuando el valor obtenido fue superior a 20 ug AD/g.

Para el calculo de la concentracion de acido domoico se empleé la siguiente
férmula:

Ecuacion N° 3.1

Concentracion de acido domoico

AD = Amx Cs x D
(AD) (glg)= = =" m

Donde: Am (area del pico de acido domoico en la muestra), As
(area del pico del acido domoico en el estandar), Cs (concen-
tracion de acido domoico en el estandar, mg/L), D (factor de dilu-
cién, 20 mL) y Wm (peso de la muestra, g)

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental es el siguiente:

La similaridad entre los resultados de los analistas se evaluara realizando
un total de 20 repeticiones con dos analistas, 10 repeticiones por cada
analista.

La veracidad se evaluard con 10 repeticiones del valor de referencia (41
mg/Kg) utilizando recuperaciones.

La precision y repetibilidad del método se evaluara mediante 20
repeticiones con dos analistas, 10 repeticiones por cada analista.

La exactitud se evaluara al verificar la veracidad y la precisiéon del método.

La linealidad se evaluara al verificar el coeficiente de correlacién entre la
concentracién y la respuesta del equipo, el analisis de varianza de la
regresion, el intervalo de confianza del intercepto y la normalidad de los
residuos de la regresién entre la concentracién y la respuesta del equipo. Se
evaluara al realizar las corridas de 5 estandares (2,5 mg/Kg; 5 mg/Kg; 10

mg/Kg y 25 mg/Kg) por triplicado.
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El limite de deteccion y cuantificacion del método se evaluara al realizar
triplicados de las lecturas de concentraciones estandares de 0,5 mg/Kg; 0,75
mg/Kg y 1 mg/Kg.

- 3.5.7 La robustez se evaluara utilizando el modelo de Youden Steiner con 8

repeticiones para evaluar la robustez en los factores: el peso de muestra, el
caudal, la composiciéon de la fase mévil, tipo de columna y el tiempo de la
extraccién a la inyeccion.

La incertidumbre fue evaluada considerando tres factores: precision, la
muestra de referencia certificada y heterogeneidad. La incertidumbre de
precision fue determinada mediante 20 repeticiones, la incertidumbre de la
muestra de referencia certificada fue obtenida el certificado de la muestra y la
incertidumbre de la heterogeneidad de la muestra fue obtenida mediante 10

repeticiones.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y CONCLUSIONES

SIMILARIDAD DE LOS RESULTADOS ENTRE LOS ANALISTAS

En el proceso de medicién uno de los factores sistematicos que debemos de
controlar en una validaciéon es el factor analista. Esto conlleva a demostrar
que estadisticamente no existen diferencias significativas entre los resultados
que ellos emiten.

El siguientes es el esquema que nos servira para verificar la similaridad entre
los resultados de los analistas.

Cuadro N° 4.1
Esquema para verificar la similaridad de los resultados de dos analistas.
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4.1.1 PRUEBA DE PUNTOS ATIPICOS

4.1.1.1 Contraste de Puntos Atipicos de Grubbs.
Utilizaremos este test para verificar si existen puntos atipicos en el
total de repeticiones. Para poder aplicar este test, los datos deben de
ser normales. Mediante este Test se prueba si existen datos atipicos
(ISO 5725-2, 1994), para eliminarlos del trabajo de investigacion.

Grafico N° 4.1
Resultados de la prueba de Normalidad Anderson-Darling
de las réplicas de los dos analistas

Probability Plot of Repeticiones
Normal
9
Mean 395
StDev 0,582
954 N 20
%04 ® AD 0,376
P-Vaue 0,38
80 A
3 m‘
£ 60
g s
£ ©7
304
20
104
5+ /
[ J
T 380 38,5 39,0 39,5 40,0 40,5
Repeticiores
Cuadro N° 4.2
Resultados de la prueba de Grubbs de las réplicas
de los dos analistas.
. . Promedio 39,25
Analista 1 | Analista 2 Maximo 4037
39,43 39,39 Minimo 38,40
39,97 39,37 Desv. Estandar 0,5824
39,12 39,17
3982 39,11 Valores Experimentales
38,79 3895 Gbajo 1,460
38,69 38,96 Gano 1923
38,87 39,24
3861 40,37
38,48 40,34
38,40 39 94
Valores De Tabla
G al 5% | 2.84340573
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4.1.1.2 Conclusioén

e Los resultados de las repeticiones de los dos analistas en conjunto
presentan una distribucion normal debido a que el p-value obtenido
0.379 es mayor que el nivel de significancia 0.05. Por lo cual
podemos aplicar el test de Grubbs.

e Los resultados nos presentan que los valores extremos (maximo y
minimo) no son puntos atipicos, debido a que los valores
experimentales del estadistico de Grubbs bajo y alto (1,460 y 1,923
respectivamente) son menores que el valor teérico de Grubbs al
95% (2,843).

4.1.2 NORMALIDAD DE LOS DATOS
Se evalud la normalidad mediante el test de Anderson Darling (Marsaglia
2004) de los datos obtenidos al analizar el MRC Mus-c en 2 dias distintos,
seis muestras independientes por dia. Los resultados se presentan en la

siguiente tabla:

Cuadro N° 4.3
Resultados de Acido Domoico de las réplicas
realizadas por los dos analistas.

Analista 1 | Analista 2
39,43 39,39
39,97 39,37
39,12 39,17
39,82 39,11
38,79 38,95
38,69 38,96
38,87 39,24
38,61 40,37
38,48 40,34
38,40 39,94
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Grafico N° 4.2

Acido Domoico del analista 1.
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4.1.2.1 Conclusion
Los resultados del analista 1 presentan una distribucion normal
debido a que el p-value obtenido 0.249 es mayor que el nivel de
significancia 0.05.
Los resultados del analista 2 no presentan una distribuciéon normal
debido a que el p-value obtenido 0.049 es menor que el nivel de
significancia 0.05.
Por lo tanto utilizaremos pruebas no parameétricas para verificar la

similaridad de los resultados de ambos.

4.1.3. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS
Mediante el Test de homogeneidad de varianzas de Levene se prueba si las

varianzas de los resultados de ambos analistas son iguales.

Grafico N° 4.4
Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas
de Levene de réplicas realizadas por los dos analistas.

HOMOGENEIDAD DE VARIANZA
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03 04 05 06 07 08 09 10 11 Test Statistic: 1.055
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—{ T 1} Lovengs 7o
Test Statistic: 0.023
O _4 ’ P-Value  :0.881
;

Ac. Domoico

4.1.3.1 Conclusion
Como el P-Value = 0.881 es mayor que el nivel de significancia 0.05,
entonces podemos concluir que los resultados de los analistas tienen

igual precision.
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4.1.4. PRUEBA DE IGUALDAD DE MEDIANAS

La igualdad en medidas de tendencia central se evaluara mediante el test de
Mann- Whitney.

Cuadro N° 4.4
Resultados de la prueba de Mann-Whitney de réplicas
realizadas por los dos analistas.

Mann-Whitney Test and CI: Analista 1; Analista 2

N Median
Analista 1 10 38,830
Analista 2 10 39,305

Point estimate for ETA1-ETA2 is -0,490

95,5 Percent CI for ETA1-ETA2 is (-0,910;0,030)

W = 80,0

Test of ETAl = ETA2 vs ETAl not = ETA2 is significant at 0, 0640

4.1.5.

4.1.4.1 Conclusion
Como podemos observar el P-Value = 0.064 es mayor que el nivel de
significancia alfa =0.05, los analistas reportan resultados iguales con

respecto a sus promedios.

EVALUACION DE LA SIMILARIDAD DE RESULTADOS DE LOS DOS ANALISTAS
De acuerdo a las pruebas de igualdad de tendencia central (Mann-Whitney) y
precision (Levene) podemos afirmar al 95% de confianza que los dos
analistas presentas resultados similares en los resultados de determinacion
de acido domoico por HPLC en muestras de moluscos bivalvos, por lo que
podemos afirmar que el factor analista no influye significativamente en los
resultados de ensayo.




4.2 DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION
4.2.1. EVALUACION DE LA VERACIDAD DEL METODO

4.2.1.1 Recuperaciones de las Repeticiones de la muestra de valor de

referencia
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Para evaluar si la metodologia es veraz se realizaron 10 repeticiones

de la muestra de valor de referencia MRCs Mus-c (Lot. 200310) con

valor de referencia 41 mg/Kg. en 2 dias distintos, cinco muestras

independientes por dia por dos analistas, para verificar si el

porcentaje de recuperacion obtenido es aceptable.

Cuadro N° 4.5

Resumen de los resultados obtenidos para el estudio de veracidad

mediante porcentaje de recuperacién para el analista 1.

Valor de referencia Concentracién . Recuperaci
No Promedio
(mg/Kg.) obtenida (mg/Kg.) 6n (%)
1 41.00 39,34 39.43 96.16
39.51
39.99
2 41.00 97 7.4
39.95 39.9 97.49
39.02
41. . 4
3 00 39 21 39.12 95.40
39.83
41. . 7.12
4 00 39 81 39.82 9
38.67
41. 8.7 94 .61
e 0 38.91 38.79
38.65
6 41.0 38.73 38.69 94 .37
38.82
. .87 7
7 41.0 38.91 38.8 94.79
38.66
41. .61 94.16
8 0 38.55 38.6
38.52
41.0 38.48 93.84
5 38.43
10 41.0 3843 38.40 93.65
38.36
Promedio 95.16
RSD = 1.42
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Cuadro N° 4.6

Resumen de los resultados obtenidos para el estudio de veracidad

mediante porcentaje de recuperacion para el analista 2.

4.2.1.2

No Valtor de referencia Concentracion Promedio Recuperacion
(mg/Kg.) obtenida (mg/Kg.) (%)
1 41.00 39.38 39.39 96.07
39.40
2 41.00 39.47 39.37 . 96.02
39.27
39.22
3 41.00 39.17 5.52
39.11 S
39.28
4 41.00 Ry .
T 39 95.38
38.91
5 . . 4.
41.00 2ot 38.95 94.99
38.85
6 41.00 38.96 95.02
39.07
39.19
7 a. 24 95.71
0 39.29 39
40.23
a1, 40.37 98.46
8 0 40.51
9 41.0 40.33 40.34 98.39
40.35
10 410 40.29 39.94 97.41
39.59
Promedio = 96.30
RSD = 1.37

Cuadro N° 4.7
Promedio de las recuperaciones de los dos analistas

lPromedio de % recuperacion final = 95.73 I

Recuperaciones de las repeticiones de las adiciones de acido
domoico a la matriz.

La veracidad también fue evaluada mediante la adicion del analito a
la matriz para luego determinar el porcentaje de recuperacién. Para
tal efecto se adiciono una cantidad de acido domoico equivalente al
50% de la curva de calibraciéon (es decir 12.50 mg/Kg.) a una muestra
de concha de abanico, para dicha adicién se utilizé otro reactivo

distinto al que fue utilizado para la curva de calibracién (Domoic Acid.
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Sigma); este estudio se realizé a una muestra homogenizada de la

cual se sacaron 10 porciones a las cuales a cada una se le adiciono

una alicuota equivalente a 12.5 mg/Kg. y se procedié a realizar el

analisis segun el método propuesto. Cada una de las 10 porciones se

analizé en condiciones de repetibilidad. Se obtuvieron los siguientes

resultados (expresados en mg/Kg.).

Cuadro N° 4.8

Resumen de los resultados de porcentaje de recuperacion obtenidos
por el método de adicion estandar.

4.2.1.3 CONCLUSION
Segun el cuadro de recuperaciones aceptables para verificar la

Concentracién Concentracién Promedio Porcentaje de
No Concentracién Agregada
Inicial (ma/Kg.) Obtenida (mg/kg,) | (M9/K9) | Recuperacién (%)
1 0.00 125 12.15 12.23 97.84
12.31
12.33
2 0.00 12.5 12.30 4
12.27 3 98.40
3 0.00 12.5 P 12.55 100.36
12.54
12.58
4 0.00 125 . 3
12 41 12.50 99.96
11.95
5 0.00 125 12.00 .
12.05 96.00
12.02
. 125 .04 .
6 0.00 12.05 12.0 96.28
12.81
7 0.00 12.5 12.75 102.00
12.69
11.83
} 12.5 11.74 93.92
8 0.00 1165 3
11.78
. 2. . 4.
9 0.00 125 1187 11.83 94.60
10 0.00 125 11.97 11.95 95.60
11.93
Promedio = 12.19 97.50
Desv.Estandar = 0.3333 2.6663

veracidad para la concentracion en estudio (valores cercanos a 10
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ppm) para la concentraciéon en estudio el porcentaje de recuperacion
deberia estar entre 80-110 %

Cuadro N° 4.9
Cuadro de recuperaciones aceptables para verificar la veracidad del la
guia de validacion de LABCOMPLAINCE.

Cuadro N°4.10
Cuadro resumen de recuperaciones para verificar la veracidad del método

Prueba % de Recuperacién Rango de aceptacion Conclusion
Min. Max. Prom.
MRC-Mus-c | 9365 | 9846 | 9573 80-110 % Método Veraz
adicién 97.86 | 102.00 | 97.50 80-110 % Método Veraz
estandar

e Como podemos observar todas las recuperaciones estan en el
rango aceptable de 80% a 110%, por lo cual podemos afirmar que

el método es veraz.
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4.2.2 EVALUACION DE LA PRECISION DEL METODO
4.2.2.1 Repeticiones de la muestra de referencia certificada de acido domoico.
Se evalud la dispersion de los resultados de Acido Domoico en el MRC
Mus-c de ambos analistas, para ello se realizaron 10 repeticiones por
analista.

Cuadro N° 4.11
Repeticiones de cada analista del MRC Mus-c

Analistas
N° de Ensayos A1 A2
1 39.43 39.39
2 39.97 39.37
3 39.12 39.17
4 39.82 39.11
5 38.79 38.95
6 38.69 38.96
7 38.87 39.24
8 38.61 40.37
9 38.48 40.34
10 38.40 39.94

Cuadro N° 4.12
Valores del RSD, y el RSDg y el RSD y,wit de las repeticiones de
cada analista del MRC Mus-c.

Calculo de Repetibilidad y
Reproducibilidad

T1 785.020
T2 30813.906
T3 20.000
T4 200.000
T5 5.354
s? 0.297456
s 0.049087
s 0.346542
s, 0.5454
Sk 0.5887
RSD, 1.39
RSDg 1.50
Concentracién analito 41.00
RSDriorwitz 6,13
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4.2.2.2 Repeticiones de las adiciones estandares de acido domoico.
También se evalu6 la dispersion de las 10 muestras en la adicion del

estandar.

Cuadro N° 4.13
Valores del RSD, de las adiciones estandares
de acido domoico.

Nro. Resultados
Muestra (mg/Kg.)
12.23
12.30
12.55
12.50
12.00
12.04
12.75
11.74
11.83
11.95

Promedio 12.19
Desv. estandar 0.3333

% RSD 2.7348

ololx|Nljo|a|a|wiv]|=

Cuadro N° 4.14
Valores del RSD, de las repeticiones del MRC-Mus-c y
de las adiciones estandares.

o, o,
Prueba % RSD . RS_D Criterio de precision Conclusion
Experiment. Horwitz
MRC-Mus-c 1,50 6,13 RSDg,p < RSDr Horwitz | El método es preciso
Adicion 2,73 7,36 RSDex, < RSDr Horwitz | El método es preciso
estandar

Cuadro N° 4.15
Valores del los limites de repetibilidad y reproducibilidad del método.

-

1.53 (Limite de Repetibilidad
R 1.65 (Limite de Reproducibilidad)
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4.2.2.3 CONCLUSION

e Para verificar que el método es preciso el valor de RSD, del método
debe ser menor o igual al RSDy porwitz-

e El valor de RSD: de las repeticiones del MRC-Mus-c (1.39%) y de
las adiciones estandares (2.73%) son menores que los valores del
RSDr vorwitz (6.13% y 7.36% respectivamente), por lo que podemos
afirmar que el método es preciso y repetible.

e Se determinaron los valores del limite de repetibilidad (1.53 mg/Kg)
y el limite de reproducibilidad (1.65 mg/kg) para utilizarlos como
parametros de precision en el aseguramiento de calidad de

resultados en rutina.

EVALUACION DE LA EXACTITUD DEL METODO

Por definicién, como el método es preciso y es veraz, entonces es exacto.

EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad es la capacidad (dentro de un rango dado) de producir
resultados que son directamente proporcionales a la concentracién de analito
presente en la muestra; este parametro es importante por que permite el uso
de la estandarizacién con un solo punto. Para su determinacion se preparé 4
estandares de acido domoico de 2.5; 5.0; 10.0 y 25.0 mg/Kg a partir de
diluciones del reactivo NRC-CRM-DA-e DOMOIC ACID de una concentracion
de 99.4 ug/mL y se inyectaron al equipo por duplicado, esta operacién se
realizé en tres dias distintos para obtener tres curvas independientes a las
cuales se les determiné los estadisticos de regresiéon: la pendiente, la
ordenada al origen (intercepto) y el coeficiente de regresion. Para analizar la

variaciéon entre las tres curvas se realiz6 los siguientes:

o Coeficiente de correlacion de la regresion,
e El analisis de varianza de la regresion,

e Los intervalos de confianza del intercepto



e El analisis de los residuales.
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Los resultados obtenidos se presentan en las siguientes tablas y graficos:

Cuadro N° 4.16

Valores de la primera curva de calibracién para la
determinacién de acido domoico.

Curva 1
Concentracion Area
2,5 371572
5 765642
10 1576637
25 3884803

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple
Coeficiente de determinacion R*2
R72 ajustado

Error tipico

Observaciones

0,999945535
0,999891072
0,999836608
20097,63929

a

Cuadro N° 4.17

Valores de la segunda curva de calibracién para la determinacién de acido domoico.

Curva 2
Concentracion Area
2,5 376327
5 773496
10 1605083
25 4036222

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacion muiltiple
Coeficiente de determinacion R"2
RA2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0,999990119
0,999980238
0,999970357
8933,81068
4




Cuadro N° 4.18
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Valores de la tercera curva de calibracién para la determinacion de acido domoico.

Curva 3
Concentracion Area
2,5 417353
5 824555
10 1627040
25 3869786
Estadisticas de la rearesion
Coeficiente de correlacion multiple 0,999843584
Coeficiente de determinacion R*2 0,999687192
R72 ajustado 0,999530788
Error tipico 33379,81591
Observaciones 4
Cuadro N° 4.19
Valores para realizar la curva global de calibracion.
DIA Concentracién (mg/Kg) Area
2,5 371572
1 5 765642
10 1576637
25 3884803
2,5 376327
2 5 773496
10 1605083
25 4036222
2,5 417353
3 5 824555
10 1627040
25 3869786

Cuadro N° 4.20

Valores de los estadisticos de la curva de calibracién global.

Coeficiente de correlacion multiple |

0,999472204

Coeficiente de determinacion R*2

RA2 ajustado
Error tipico

Observaciones

0,998944686
0,998839155
48860,89014

12
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Cuadro N° 4.21
Analisis de Varianza de la regresion.

Grados de libertad Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados Valor critico de F
Regresion 1 2,25987E+13 2,25987E+13 | 9465 855584| 3,22255E-16
Residuos 10 23873865850 2387386585
Total 11 2,26225E+13
Cuadro N° 4.22
Intervalos de confianza de la curva global de calibracion.
Coeficientes  Error tipico  Estadisticot Probabilidad  Inferior 95% Superior 95%
Intercepcién 6738,529915 | 22221,64098 0,303241778 0,767920386 -42774,38028 56251,4401
Concentracion | 157236,4991 | 1616,119344 97,29262862 3,22255E-16 153635,5602 160837,438
Cuadro N°4.23
Residuos de la curva global de calibracion.
Observacion Pronéstico Area Residuos Sl
estandares
1 399829,7778 -28257,77778 -0,606558892
2 792921,0256 -27279,02564 -0,58554978
3 1579103,521 -2466,521368 -0,052944378
4 3937651,009 -52848,00855 -1,134393148
5 399829,7778 -23502,77778 -0,504491859
6 792921,0256 -19425,02564 -0,416962088
7 1579103,521 25979,47863 0,557654742
8 3937651,009 98570,99145 2,115846185
9 399829,7778 17523,22222 0,376139494
10 792921,0256 31633,97436 0,679029631
11 1579103,521 47936,47863 1,028966169
12 3937651,009 -67865,00855 -1,456736078
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Grafico N° 4.5
Grafico de la prueba de Normalidad Anderson —Darling de los
residuos de la curva global de calibracion.
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4.2.4.1 CONCLUSION

e La curva global de calibracién relaciona satisfactoriamente Ia
concentracion y la respuesta del equipo (area), como se puede ver en
su coeficiente de correlacion de 0,999472204, superior al valor de
0,999.*

e En el analisis de varianza de la regresion el valor de F (9465,855584)
es mayor que el valor de F tedrico (3,22255E-16), por lo que
podemos afirmar que la curva global de calibracién es lineal al 95%
de confianza.

e El intervalo de confianza del intercepto comprende el cero (-
42774,38028; 56251,4401) por lo cual podemos afirmar que el
intercepto es cero al 95% de confianza.

* De acuerdo a la guia de validacion del Comité Nérdico de Alimentos.



e Los residuos de la regresion tiene un p-value de 0.693 en la prueba

de Anderson-Darling, por lo que podemos afirmar que los residuos se

distribuyen normalmente al 95% de confianza.

e La curva de calibracion que relaciona la concentracion y la respuesta

del equipo (areas) es lineal.

69

4.2.5 DETERMINACION DE LOS LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFIACION

DEL METODO.
Los limites de deteccion y cuantificacion seran estimados a partir de la curva

de regresion del método y considerando concentraciones bajas de analito,

por extrapolacién a concentracién cero.

Cuadro N° 4.24

Valores del RSD de las repeticiones de las areas obtenidas al leer las concentraciones
estandares de acido domoico de 0,5 mg/L ; 0,75 mg/L y 1 mg/L de acido domoico.

Concentracion Area Area Desv. RSD
(mg/L) 1 2 3 Promedio Estand.
0,5 76424 76806 77955 77061,66667 | 796,878 | 1,03407816
0,75 112117 | 111252 | 110700 | 111356,3333 |714,238| 0,64139889
1 139461 | 136769 | 138636 | 138288,6667 |700,531] 0,50657152

Grafico N° 4.6

Recta de calibracidn de los estandares de acido domoico de

0,5 mg/L ; 0,75 mg/L y 1 mg/L de acido domoico.

146000

Curva de Cafibracion

138000

126000 -

116000 -

Ara

106000 |

76000 -
04

y = 122454x + 17062

— R2=0,9952

0,5 06 07 0,8
Concentracién (mpA)

09




4.2.5.1

4.2.5.2

4.2.5.3

70

Calculo de respuesta a concentracion cero
El analisis de regresién tomando los valores medios de las areas de
la recta fue:
y = 122454x + 17062
La estimacion de la respuesta a concentracién cero es:
Ybl = 17062

Calculo de Ila desviacion estandar de la respuesta a
concentracion cero

Se efectua el analisis de regresion tomando concentracion como X y
desviacién estandar como Y.

Se efectua el analisis de regresion tomando concentracion como X y
desviacién estandar como Y.

X Y
(mg/L) Desv. Std.
0,5 796,877866
0,75 714,238
1 700,531

La recta calculada es: y =-192.69 X + 881.74

y se toma S( Concentracion=0) = 881.74

Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion del
método.

Luego, tomando como pendiente el promedio de las tres curvas en el
desarrollo del parametro de linealidad b: 157236.4991, los indices a

calcular son:



71

Cuadro N° 4.25
Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion del método.

Limite de Deteccion (LD) = (17062+3x 89.954)/157236.4991 = 0,13 mg/L
Limite de Cuantificacion (LC) = (17062+10°89.954)/157236.4991 = 0,16 my/L
LD = 028617 xFd_ = 063 mg/Kg |
LC = 0.29202 xFd = 0,82 my/Kg IE

4.2.6
4.2.6.1

4.2.5.4 Conclusiones

e El limite de deteccién del método es 0,63 mg/Kg.

e El limite de cuantificaciéon del método es 0,82 mg/Kg.

DETERMINACION DE LOS FACTORES DE ROBUSTEZ DEL METODO
PROCEDIMIENTO

La robustez de un método analitico corresponde al estudio de permanecer
inalterable a pequeias variaciones en los parametros del método y provee
una indicaciéon de su fiabilidad en condiciones de uso normales. Para su
determinacién se utilizé el disefio de Youden - Steirner, que permite estudiar

si el factor influye significativamente sobre el resultado.

En la cuadro N° 6.28 se muestran las combinaciones para éste estudio
donde las variables que son propias del método se indican con letras
mayusculas (A, B, C, D, E) y con letras minusculas (a, b, ¢, d, e)
corresponden a las variables que han sido alteradas. La muestra utilizada
para determinar la robustez fue el MRC Mus-c.



Cuadro N° 4.26
Factores de Variabilidad para el Estudio de Robustez.

FACTORA: Pesode muestra
Estandar (A) 4g
Variable(a) 3.5g

FACTORB: Caudal

Estandar (B) 1.25 mL/min.

Variable (b)) 1.5 mUmin.

FACTOR C: Fase Movil

Estandar (C) Acetonitrilo - Agua - Ac. Trifluoroacético (10:89.9:0.1)
Variable (c)  Acetonitrilo - Agua - Ac. Trifluoroacético (11 :88.9:0.1)

FACTOR D: Columna

Estandar (D) Gemini C-18, 150 x 4.60 mm 5 um. Phenomenex
Variable (d) LiChoCART RP-18, 150 x 4.60 mm 5 um. Purospher
FACTORE: Tiempo de extraccidn - Inyeccion

Estandar (E) 1 hora

Variable(e) 12 horas

Cuadro N°4.27
Combinaciones y resultados de analisis de robustez.
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N° Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E | Resultado
R1 A B Cc D E 39,67
R2 A B c D e 39,48
R3 A b Cc d E 39,60
R4 A b c d e 39,68
R5 a B C d e 39,18
R6 a B c d E 39,15
R7 a b Cc D e 39,42
R8 a b c D E 39,21
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Cuadro N° 4.28
Efectos de los factores del analisis de robustez.

Parametro Diferencia
((R1+R2+R3+R4)-
Efecto (A —a) (R5+R6+R7+R8))/4
((R1+R2+R5+R6)-
Efecto(B -b) (R3+R4+R7+R8))/4
((R1+R3+R5+R7)-
Efecto(C — ¢) (R2+R4+R6+R8))/4
((R1+R2+R7+R8)-
Efecto(D-d) (R3+R4+R5+R6))/4
((R1+R3+R6+R8)-
Efecto(E -e) (R2+R4+R5+R7))/4

4.2.6.2 RESULTADOS
Para decidir si un factor tiene influencia significativa sobre el resultado,

se compara la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese

parametro y el producto de Sry 2,24°.
Es decir, por ejemplo, para el factor A el efecto de dicho factor es no

significativo si cumple la siguiente relacion:

Ecuacién 4.1

Efecto, , <2,24Sr

Cuadro N° 4.29
Valores de los Efectos de los factores del analisis
de robustez y el efecto maximo permisible.

Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E
0,3675 0,1075 0,0875 0,0425 0,0325
Sr 0,5454
Efecto
max 1,2217

* De acuerdo a la guia de validacion de la FAO.
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4.2.6.2 RESULTADOS
e Como los efectos de todos los factores son menores que el efecto
maximo (1,2217 mg/Kg) podemos afirmar que el método es
robusto para los cambios de: Peso de muestra, caudal,
composicién de la fase moévil, cambio de columna y tiempo de
extraccion - inyeccion.

4.2.7 EVALUACION DE LA SELECTIVIDAD - ESPECIFICIDAD
4.2.7.1 PROCEDIMIENTO
Este parametro se refiere a la propiedad del método de producir una
sefal medible debida solo a la presencia del analito, libre de
interferencias de otros componentes, en la matriz de la muestra. Para
determinar si el método es selectivo se tomo las siguientes referencias:
1. Comparacion de los cromatrogramas de un estandar de acido
domoico con una muestra de concha de abanico, para verificar que
en el mismo tiempo de retencién no existe interferencias por matriz.
Ver Cuadro 5.34
2. Reaccién degradativa mediante "Fotdélisis", exponiendo el MRC a la
luz UV para comprobar la disminucion o desaparicién de la sedal
del analito. Ver Cuadro 5.37

Grafico N° 4.7
Cromatograma 1. Estandar
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Grafico N° 4.8
Cromatograma 2. Muestra
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Grafico N° 4.9
Cromatograma 3. Comparacion de los cromatogramas del estandar,
muestra (concha de abanico) y muestra mas adicion estandar.
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Grafico N° 4.10
Cromatograma 4. MRC Mus-c

uv
{ 22
1 Name I
I 8
|
I H
o | ? ] "]I
- | |
]
_1 | ﬁl
! RE |
i [ 1
! \
= - e " N e N ™ e
1 | R T T T
Minutes
Grafico N° 4.11
Cromatograma 5. Tratamiento 12 hs UV.
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Grafico N° 4.12
Cromatograma 6. Tratamiento 24 hs UV.
Degradacion artificial (fotélisis) a MRC Mus-c.
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4.2.7.2 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de los cromatogramas mostrados en el
cuadro 6.34 no existen interferencias por matriz en el tiempo de
retencion (8.5 minutos), demostrado por el porcentaje de
recuperacion del estandar evaluado en el desarrollo del parametro de
veracidad. Ademas, en los cromatogramas de el cuadro 6.37 se
comprueba la disminucion de la sefial del pico de acido domoico y no
existe interferencias con sus productos de degradacion, por lo tanto
el método es selectivo y especifico.

4.2.8 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL METODO
4.2.8.1 IDENTIFICACION DE LAS FUENTES DE INCERTIDUMBRE

Para determinar la incertidumbre utilizamos el procedimiento "global",

aprovechando la informacion que se ha generado durante el proceso de

verificacion de la trazabilidad. La fig.1 muestra la expresién para calcular

globalmente la incertidumbre. Se observa que las fuentes de incertidumbre

identificadas en la determinacién de Acido Domoico pueden agruparse en

cuatro componentes:
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1) Incertidumbre debida a la precision;
2) Incertidumbre debida a la verificacién de la trazabilidad;
3) Incertidumbre debida a la heterogeneidad de la muestra; y

4) Incertidumbre debida a otros términos.

Cuadro N° 4.30
Componentes de incertidumbre.

Verificacion de la Submuestreos y Otros
trazabilidad pretratamientos Componentes

|

2 2
U =Kx \I U precision t u tr zabilidad + Uzhebogeneidad B Uzcmos terminos

El cuadro N° 5.38 muestra que los dos primeros términos de la expresion se
pueden obtener utilizando la informacién generada durante el proceso de
verificacion de la trazabilidad, es decir cuando se analizo el MRC-Mus-c .La
incertidumbre debida a la precisibn corresponde a la variabilidad
experimental del método analitico, y en ella se incluyen las fuentes de
incertidumbre asociadas a todas las etapas del método analitico,
consideradas de una forma global(precision de la balanza, etapa de
extraccion, curva de calibracion, la recuperacién y la precision del material

volumétrico.

El segundo termino, U? trazabilidad, considera la incertidumbre asociada a
asegurar que el método proporciona resultados trazables. Para asegurar
esto se ha debido analizar el MRC Mus-c con los consiguientes
componentes de variabilidad asociados (incertidumbre del propio material y
los mismos términos de incertidumbre asociados a la precisién del método,
U2precisién). El tercer término de expresion considera a la incertidumbre

asociada a la heterogeneidad de las muestras de moluscos bivalvos. Esto
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es debido como el MRC es una muestra homogénea, la U*trazabilidad no
tiene en cuenta las etapas de de homogenizacion que se tendran que
aplicar a las futuras muestras de rutina. Por ultimo, el cuarto termino, y en el
caso concreto del analisis de Acido Domoico se podrian incorporar la
incertidumbre asociadas de las muestras de rutina (en caso de analizar
muestras que no fueran de moluscos bivalvos).

4.2.8.2. ESTIMACION DE LOS DIFERENTES COMPONENTES DE
INCERTIDUMBRE

4.2.8.2.1 INCERTIDUMBRE DEBIDA A LA PRECISION

Cuadro N° 4.31
Esquema para la determinacion de la incertidumbre debida
a la precision del método.

Donde :
= S S: Desviacion estandar de los 20
; |N resultados obtenidos al analizar el
MRC.
N: Numero de veces que se analiza
Uprecision . 0.5887 la muestra de rutina en condiciones
Jf intermedias (normalmente, N=1)

La incertidumbre debida a la precisién corresponde a la precision

del método analitico y se obtuvo a partir del analisis del MRC.

4.2.8.2.2 INCERTIDUMBRE DEBIDA AL PROCESO DE VERIFICACION DE
LA TRAZABILIDAD
Se calcula teniendo en cuenta la incertidumbre de la referencia y de
la precision del método.
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Cuadro N° 4.32
Componentes de la incertidumbre de la trazabilidad.

r

Ucrm |+ S
K

Utrazabilidad =

Donde: EIl primer termino de la expresion corresponde al cuadrado de
la incertidumbre estandar del MRC (es decir corresponde a la
incertidumbre expandida del CRM dividida por el factor de cobertura K)
y el segundo termino corresponde a la incertidumbre del valor medio

obtenido al analizar 20 veces el MRC.

Cuadro N° 4.33
Valor del componente de la incertidumbre de la trazabilidad.

Utrazabilidad

Utrazabilidad - 1.0173 mg/Kg

4.2.8.2.3 INCERTIDUMBRE DEBIDA A LA HETEROGENEIDAD DE LA
MUESTRA
Para calcular la incertidumbre de la heterogeneidad, se realizo la
homogenizacion de aprox. 50 g de muestras de musculo, génadas y
visceras de conchas de abanico las cuales fueron contaminadas
con Acido Domoico (12.50 mg/Kg.), para dicha adicion se utilizé
otro reactivo distinto al que fue utilizado para la curva de calibracién
(Domoic Acid .Sigma). Luego se analizaron 10 muestras en
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condiciones del homogenizado con el procedimiento analitico en
condiciones de repetibilidad.

Cuadro N° 4.34
Valor del componente de la incertidumbre debida la heterogeneidad.

0.3333 mg/Kg

Uheterogeneidad =

4.2.8.2 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE FINAL
La incertidumbre final de los resultados se obtiene combinando los
cuatro términos de incertidumbre estandar del cuadro N° 4.35 y

multiplicando por el factor de cobertura K.

Cuadro N° 4.35
Valores de los componentes de la incertidumbre en la
determinacion de Acido domoico por HPLC.

Termino, X :;ct;rr\tcll(:\l:nl‘;())r(e) Concentracion Inc::t;:::;:? e
mg/Kg. (mg/Kg.) relativa,U(X)r
Precision 0,5755 39,10 0,0147
Trazabilidad 1,0173 41,00 0,0248
Heterogeneidad 0,3333 12,39 0,0269
Total 19261 | ... 0,0664

La incertidumbre en términos absolutos es:
Uexpandida = Kx U =2 x 2.00 = 4.00 mg/Kg.

La incertidumbre en términos relativos es:

Urelativa =

Urelativa =

0.1328 x C mg/Kg.

KxUR = 2x0.0664 x C = 0.1328 x C mg/Kg.

La incertidumbre en términos relativos considera que la incertidumbre
varia linealmente con la concentracion.
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Cuadro N° 4.36
Contribucion de los componentes de incertidumbre a la incertidumbre total.

Total
Heterogeneidad
Trazabilidad
Precision
0 0.5 1 1,5 2
Incertidumbre estandar,U mg/Kg

4.2.8.3 CONCLUSION

e La incertidumbre se ha calculado en ambos casos utilizando un
factor de cobertura de K= 2. Por tanto, hay aproximadamente un
95% de probabilidad de que la concentracién verdadera de acido
domoico de rutina este contenida dentro del intervalo
proporcionado por la concentraciéon obtenida al analizar la

muestra de rutina y su incertidumbre asociada, U.

CONCLUSIONES FINALES

Los analistas reportan resultados similares al 95% de confianza.
Los resultados del método son veraces.

Los resultados del método son precisos y repetibles.

El limite de repetibilidad del método es de 1,53 mg/Kg.

El limite de reproducibilidad del método es de 1,65 mg/Kg.

Los resultados del método son exactos.

La relacién entre la concentracién y la respuesta del equipo (area) es lineal
al 95% de confianza.

El limite de deteccion del método es 0,63 mg/Kg.
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El limite de cuantificacion del método es 0,82 mg/Kg.

El método es selectivo y especifico.

El método es robusto para los cambios de: Peso de muestra, caudal,
composicion de la fase moévil, cambio de columna y tiempo de extraccion
- inyeccion.

La incertidumbre relativa del método al 95% de confianza es U = 0.1328 x
C mg/Kg.

Por todo lo anterior podemos afirmar que el método de determinacién de
acido domoico por HPLC en moluscos bivalvos fue validado por lo tanto es
confiable para su uso en su alcance.

La metodologia estadistica planteada da criterios técnicos sumamente
robustos para decidir si la técnica analitica cumple o no cumple con los
parametros analiticos asociados a la validacidén de dicha técnica analitica.
De esta manera se tiene una metodologia estadistica robusta, como guia
la validacion de técnicas analiticas de laboratorios a nivel nacional.
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ANEXO A
PRUEBA DE PUNTOS ATIPICOS DE GRUBBS

La prueba de Grubbs (Grubbs 1969, Stefansky 1972) se utiliza para detectar puntos
atipicos en un conjunto de datos univariados. Se basa en asumir que el conjunto de
datos se distribuye normalmente. Es decir, usted debe primero verificar que sus
datos se puedan razonablemente aproximar por una distribucion normal antes de
aplicar la prueba del Grubbs.

La prueba de Grubbs detecta un punto atipico a la vez (Kumar 1997). Este punto
atipico es eliminado del conjunto de datos y se itera la prueba hasta que no se
detecta ningun punto atipico. Sin embargo, las iteraciones multiples cambian las
probabilidades de la deteccion, y la prueba no se debe utilizar para los tamafos de
muestra igual o menores an = 6.

A1.1 Hipétesis:
Ho: El punto extremo no es atipico.
Ha: El punto extremo es atipico.

A1.2 Estadistico Experimental:

A1.3 Estadistico Tabular:

El estadistico tabular seria:

2

G _N-1 [ Laran:n-2)
teorico 2
N \I N-2+ Larann-2)

A1.4 Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si G > Gyegrico - Caso contrario el valor

extremo no seria punto atipico al “1-a” % de confianza.
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ANEXO B
PRUEBA DE NORMALIDAD DE ANDERSON DARLING

La prueba de Anderson-Darling (Stephens, 1974) se utiliza para probar si una
muestra de datos proviene de una poblacién con una distribucidn especifica. Es una
modificacion de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S) y da mas peso a las colas
que la prueba de K-S. La prueba de K-S es distribucién libremente en el sentido que

los valores criticos no dependen de la distribucién especifica que es probada.

La prueba de Anderson-Darling hace uso la distribucién especifica en calcular
valores criticos. Esto tiene la ventaja de permitir una prueba mas sensible y la
desventaja que los valores criticos se deban calcular para cada distribucion.
Actualmente, las tablas de valores criticos estan disponibles para las distribuciones:

normal, lognormal, exponencial y Weibull.

Las tablas de valores criticos en este manual se puede ver en Stephens (1974,
1976, 1977, y 1979), puesto que esta prueba se aplica generalmente con un
programa estadistico del software que imprima los valores criticos relevantes.

B.1 Hipétesis:
Ho: El conjunto de datos posee una distribucién normal.

Ha: El conjunto de datos no posee una distribucion normal.

B.2 Estadistico Experimental:
El valor experimental de la prueba Anderson-Darling es AD que se estima de
la siguiente manera:

= 1-2i

AD=3%"

i=1

{In(Fo[z,])+ n(1- Fo[z,_,_, |}-n
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Ademas:
Fo: Es la distribucion acumulada de los valores estandarizados normalmente.
Zi: Es el valor estandarizado normalmente del resultado Xi.

n: Es el total de observaciones del conjunto de datos.

Estadistico Tabular:

El valor tedrico de la prueba Anderson-Darling al 95% de confianza es:

0.752
0.75 2.25
===

n n2

AD Tabla =

1

Donde:

n: Es el total de observaciones del conjunto de datos.

Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si A-D > ADiana. Caso contrario el

conjunto de datos se distribuye normalmente “1-a" % de confianza.
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ANEXO C
PRUEBA DE BARTLETT

La prueba de Bartlett (Snedecor y Cochran, 1983) se utiliza para probar si las
muestras de k tienen varianzas iguales. Las varianzas iguales a través de muestras
se llaman homogeneidad de varianzas o Homocedasticidad. Algunas pruebas
estadisticas, por ejemplo el andlisis de la varianza, asumen que las varianzas son
iguales a través de grupos o de muestras. La prueba de Bartlett se puede utilizar
para verificar esa asunciéon (Mandel, 1972).

La prueba de Bartlett (Thavatchai, Taejaroenkul y Viwatwongkasem, 2004) es
sensible a las salidas de la normalidad. La prueba de Levene (Cochran, 1947) es
una alternativa a la prueba de Bartlett que es menos sensible a las salidas de la
normalidad.

C.1 Hipdtesis:
Ho: Los grupos poseen igual varianza.
Ha: Al menos uno de los grupos no posee igual varianza respecto al resto.

C.2 Estadistico Experimental:

El valor experimental de la prueba Bartlett se estima de la siguiente manera:

(N -k)xIn(S2) - i} (v, =1)xIn(S?)
'+(3(k1—1))((i. N,-l—l}_(Nl—k)]

N : Tamarnio total del conjunto de datos.

T =

Donde:

k : Cantidad de subgrupos del conjunto de datos.
N; : Tamafo total de cada subgrupo de datos.

Si : Desviacion Estandar de cada subgrupo de datos.
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Ademas:

Estadistico Tabular:

El valor tedrico de la prueba de Bartlett es:

T

ta

_ 2
bla _X

(k-1

Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si T > Tiania. Caso contrario el conjunto

de datos es homocedastico al “1-a” % de confianza.
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ANEXO D
PRUEBA DE LEVENE

La prueba de Levene (Levene 1960) se utiliza para probar si las k muestras tienen
varianzas iguales. Las varianzas iguales a través de muestras se llaman
homogeneidad de la varianzas o también Homocedasticidad. Algunas pruebas
estadisticas, por ejemplo el analisis de la varianza, asumen que las varianzas son
iguales a través de grupos o de muestras. La prueba de Levene se puede utilizar

para verificar esa asuncion.

La prueba de Levene es un alternativa a la prueba de Bartlett La prueba de Levene
es menos sensible que la prueba de Bartlett a las salidas de la normalidad. Si usted
tiene evidencia fuerte que sus datos hacen en hecho venga de un normal, o casi

normal, distribucion, entonces prueba de Bartlett tiene un mejor funcionamiento.

D.1 Hipétesis:
Ho: Los grupos poseen igual varianza.

Ha: Al menos uno de los grupos no posee igual varianza respecto al resto.

D.2 Estadistico Experimental:
El valor experimental de la prueba de Levene se estima de la siguiente

manera:

V-0 (7. -Z]

i=l

W= kK N L
k-3 (z,-2.}

i=t j=1

Donde:  Z, =|t, -Y,|

Ademas:
N : Tamafio total del conjunto de datos.
k : Cantidad de subgrupos del conjunto de datos.

N; : Tamafio total de cada subgrupo de datos.
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Y;; : Observacion j-esima del grupo i-ésimo
Y; : Promedio del grupo i-ésimo.

Zi : Promedio de las variables Z;, del grupo i-ésimo.

Estadistico Tabular:

El valor teérico de la prueba de Levene es:

Wbla:F

ta (a,k-1,N-k)

Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si W > Wna Caso contrario el

conjunto de datos es homocedastico al “1-a” % de confianza.
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ANEXO E
ANALISIS DE VARIANZA

El Analisis de Varianza (ANOVA, segun terminologia inglesa) es una coleccion de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados. El andlisis de varianza sirve
para comparar si los valores de un conjunto de datos numéricos son
significativamente distintos a los valores de otro o mas conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza global
observada en los grupos de datos numéricos a comparar. Tipicamente, el analisis de
varianza se utiliza para asociar una probabilidad a la conclusiéon de que el promedio
de un grupo de puntuaciones es distinta al del promedio de otro grupo de
puntuaciones.

E.1 Hipdtesis:
Ho: Los grupos poseen igual promedio.

Ha: Al menos uno de los grupos no posee igual promedio respecto al resto.

E.2 Estadistico Experimental:

El valor experimental del ANOVA se estima de la siguiente manera:

=1 j=l

N—k

Donde:

N : Tamano total del conjunto de datos.

k : Cantidad de subgrupos del conjunto de datos.
Ni : Tamano total de cada subgrupo de datos.

Yj; : Observacion j-esima del grupo i-eésimo

Yii : Promedio del grupo i-ésimo.
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Estadistico Tabular:

El valor teérico de la prueba de Levene es:

Fropia = (a.k—1,N~k)

Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si F > Fip1a. Caso contrario los “k” tiene

igual promedio al “1-a” % de confianza.
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ANEXO F
VERACIDAD EN RESULTADOS DE ENSAYO

La veracidad de un método analitico es el grado de concordancia de los resultados
de la prueba generados por el método y el valor verdadero o valor de referencia. El
valor verdadero o de referencia para el estudio de veracidad se puede obtener de

varias maneras.

Una alternativa (Romero, 2001) es comparar los resultados del método con
resultados de un método de referencia establecido. Este acercamiento asume que
la incertidumbre del método de referencia estd sabida. En segundo lugar, la
veracidad puede ser determinada analizando una muestra con concentraciones
conocidas, por ejemplo, un material de referencia certificado, y comparar el valor

medido con el valor verdadero segun lo provisto del material.

La recuperacion puede ser determinada (Soto, Cuello, Alfonso, Cabrera, Sierra,
2002) comparando la respuesta del extracto con la respuesta del material de
referencia disuelto en un solvente puro. Porque este experimento de veracidad mide
la eficacia de la preparacion de la muestra, el cuidado se debe tomar para mimico la

preparacion real de la muestra tan de cerca como sea posible.

La concentracion debe cubrir la gama de la preocupacion y debe incluir
particularmente una concentracion cerca del limite de la cuantificacion. La
recuperacion prevista depende de la matriz de la muestra, el procedimiento de

proceso de la muestra y de la concentracion del analito.

El manual del AOAC para verificar métodos incluye una tabla con datos estimados
de la recuperacién adecuada para asegurar el cumplimiento de la veracidad en

funcion de la concentracion del analito.
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ANEXO G
ECUACION DEL RSD DE HORWITZ PARA ACEPTAR LA REPETIBILIDAD

Esta ecuacion fue definida por Horwitz et al, de consideraciones practicas de
muchos estudios colaborativos para diferentes matrices en la American Organization
Analytical Chemistry (AOAC).

La ecuacion es definida (AMC Technical Brief, 2004) como:

Donde:

%RSDk: Es el coeficiente de variacion (conocido también como desviacién estandar
relativa) del interlaboratorio.

C: Concentracién del analito en la muestra en fraccién decimal.

Por ejemplo para una muestra de 4% de grasa el % RSDr seria:

%RSDR — 2]—0.5log(0.04) — 3.24669

Horwitz observdé que los valores para RSD; (el Coeficiente de variacion de la
repetibilidad) estaban generalmente entre la mitad y dos tercios del RSDr.

Por esta razén, las aceptabilidades de la capacidad de repetibilidad estan
propuestos como los valores de Horwitz (Leeay Ramseyb, 2001) para RSDr x 0.67.

%RSD, = 0.67 x 2! 60

Por lo cual podemos afirma que para valores de RSDr experimental menores que el
RSDr de Horwitz los resultados analiticos son repetibles, por lo tanto precisos.
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ANEXO H
LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE METODOS DE ENSAYO

Los limites de deteccién del método (LDM) y limite de cuantificacion del método
(LCM) son importantes por determinan el la menor concentracion que podria leer el
método de ensayo y la menor lectura de concentracion con precision del analitos

respectivamente.
Para determinar el LDM y el LCM seguiremos los siguientes pasos:

1. Hallar una recta de regresiéon entre la concentracion (X) y la respuesta del
equipo (Y,4)

2. Estimar la respuesta del equipo para una concentracién X = 0:

3. Hallar una recta de regresion entre la concentracién (X) y la desviacion
estandar de la respuesta del equipo (Y>) :

4. Estimar la desviacién estandar de la respuesta del equipo para una
concentraciéon X = O:
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5. Estimar el LDM y el LCM en la respuesta del equipo de la siguiente

manera :

6. Estimar el LDM y el LCM respecto a la concentracion de la siguiente

manera :

LDM = LDAblar eda

area

e =M

Donde “b” es la pendiente de la concentracion y la respuesta del equipo de la

linealidad del método.



102

ANEXO |
ROBUSTEZ DE UN METODO DE ENSAYO

La Robustez (Robustness) de un método de ensayo es la capacidad de un

procedimiento analitico de no ser afectado por pequefias pero deliberadas

variaciones en los parametros del método provee una indicacion de su confiabilidad

en condiciones de uso normales. En algunas disciplinas es considerado sinénimo

de Resistencia o fortaleza (Ruggedness).

1.1

1.2

Diseiio Experimental

El disefio de Youden - Steiner permite estudiar si el factor influye
significativamente sobre el resultado. En la cuadro N° H1 se muestran las
combinaciones para éste estudio donde las variables que son propias del
método se indican con letras mayusculas (A, B, C, D, E, F, G) y con letras

minusculas (a, b, c, d, e, f, g) corresponden a los factores que han sido

alteradas
Cuadro N° 1
Disefo experimental de Youden Steiner
N° Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E | Factor F | Factor G
R1 A B C D E F G
R2 A B c D e f o]
R3 A b C d E f g
R4 A b c d e F G
R5 a B ] d e F g
R6 a B c d E f G
R7 a b C D e f G
R8 a b c D E F o]

Determinacion de los efectos de cada Factor
Los efectos de cada factor son cuantificados de la siguiente manera:
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Efecto maximo permisible.

El efecto maximo permisible es igual a 2,24S,. Esto significa que si el efecto
del factor es superior al efecto maximo permisible podemos afirmar que no se
puede alterar dichos factores porque los niveles alternativos de dichos
factores alteran significativamente el resultado de la determinacion del analito

en cuestion.
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ANEXO J
PRUEBA DE MANN-WHITNEY

La prueba Mann-Whitney es un método no paramétrico (Montgomery, 2001) aplicado
a dos muestras independientes, cuyos datos han sido medidos al menos en una
escala de nivel ordinal. La prueba calcula el llamado estadistico U, cuya distribucion
para muestras con 20 o mas observaciones se aproxima bastante bien a la
distribucion normal.
J.1  Hipétesis:

Ho: Los dos grupos poseen igual mediana.

Ha: Los dos grupos poseen diferente mediana.
J.2 Estadistico Experimental:

El valor experimental del test de Mann-Whitney es:

7= U_ﬂu
O'If
R - fl("l +_l)
U = min 2
R, n,(n, +1)
2

Donde:

n,: Tamano de muestra del grupo 1.
n,. Tamano de muestra del grupo 2.
R1: Rango del grupo 1.
R2: Rango del grupo 2.

J.3 Estadistico Tabular:

El valor teérico de la pfueba de Levene es:
Ziabla = Z(1-at/2)

J.4 Decision:
La hipétesis nula (Ho) seria rechazada si Z > Zina. Caso contrario los dos
grupos tienen igual mediana al “1-a” % de confianza.
ANEXO K
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PRUEBA T-STUDENT DE DOS MUESTRAS

En la mayor parte de los casos no se conoce varianza o desviacién estandar real de

ninguna poblacién. En general la unica informacién que es posible obtener es la de
2 2
medias muestrales (X Ly X 2), las varianzas muestrales (51 ¥ S2) y las desviaciones

estandar de las muestras (51 ¥ 52) _ Sj se hace la suposicién de que las muestras se
obtienen de manera aleatoria e independiente a partir de las poblaciones respectivas
que tienen una distribucién normal y que las varianzas poblacionales son iguales (es

2 __ 2
decir %1 = 9: ), se puede usar la prueba t de varianzas combinadas (Montgomery,
2001) para determinar si existe una diferencia significativa entre las medias de las
dos poblaciones.

K.1 Hipdtesis:
Ho: Los dos grupos poseen igual promedio.

Ha: Los dos grupos poseen diferente promedio.

K.2 Estadistico Experimental:
El valor experimental del test t-Student de dos muestras es:

(= (X, = X5) (44 — 1)

1 1
[5G0
n, n,

Donde:
2 S (m=1)+ 83 (n,—1)
r (n,—-1)+(n, -1
S? . ;
» = varianza combinada
X,

= media de la muestra tomada de la poblacién 1

1 = varianza de la muestra tomada de la poblacién 1



K.3

K.4

106

" = tamafo de la muestra tomada de la poblacién 1

X2 = media de la muestra tomada de la poblacién 2

S; = varianza de la muestra tomada de la poblacién 2

" = tamarfio de la muestra tomada de la poblacién 2

Si se hace la suposicion de que las muestras se obtienen de manera aleatoria
e independiente a partir de las poblaciones respectivas que tienen una
distribucién normal y que las varianzas poblacionales diferentes (es decir
ol# o})
po X=X (- )
J(_Sﬁ S

n n,

Los grados de libertad se calculan de la siguiente manera
(S_|2 + E;_

n, n,

)2

Estadistico Tabular:
El valor teérico de la prueba t-Student de dos muestras es:

ttabla = t(l—a/2,g1)

Decision:
La hipotesis nula (Ho) seria rechazada si t > tp1a. Caso contrario los dos

grupos tienen igual promedio al “1-a.” % de confianza.
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ANEXO L

DETERMINACION DE LAS DESVIACIONES DE REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD Y LOS LIMITES DE REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD

e lLas férmulas para determinar las desviaciones de repetibilidad (S;) vy
reproducibilidad (Sg) ( ISO 5725-2, 1994) son:

Donde:

p: Numero de analistas.

n;: Niumero de repeticiones de cada analista.

Y.: Promedio de las repeticiones del analista i-ésimo.

S?: Varianza de las repeticiones del analista i-ésimo.

e Las formulas para determinar los limites de repetibilidad (r) y reproducibilidad
(R) al 95% de confianza para duplicados ( ISO 5725-6, 1994) son :

r=2,.8xS,
R=28xS§,
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