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1. Introduccién

1.1. Planteamiento del problemay justificacién

El café es una bebida de alto consumo a nivel mundial y Costa Rica como
pais productor no se ve exento de dicha tendencia. La Organizacion Mundial del
Café, conocida por sus siglas en inglés como OIC, en su mas reciente estudio (en
el afo 2016), lo colocé como el segundo pais de Latinoamérica donde mas se
consume café, antecedido solo por Brasil (Barquero, 2017).

Esta situacion asegura que el café consumido en el pais se encuentre libre
de contaminantes como las micotoxinas, las cuales son toxinas secretadas por
hongos. Una de las micotoxinas que mas destaca es la ocratoxina A (OTA), que es
relevante debido a su presencia comun en diversos alimentos y su toxicidad (Luna
et al., 2010). Es comun encontrar restos de esta en el café cosechado (Diaz et al.,
2018).

La ocratoxina A se caracteriza por ser una sustancia resistente a la
descomposicion debido a que es estable a altas temperaturas y a la acidez (ELIKA,
2013). Ademas, se destaca por sus propiedades nefrotoxicas, teratogénicas,
inmunotoéxicas y cancerigenas (Davidovich et al.,, 2019). En cuanto a sus
propiedades bioquimicas, se absorbe con facilidad en el tracto gastrointestinal y al
integrase a la sangre, debido a su alta afinidad por las proteinas plasméticas, se
vuelve persistente en el organismo, su descarte se realiza por medios renales,
hepatobiliares y secreciones lacteas (Lopez de Cerain et al., 2000).

La OTA es producida principalmente por hongos de los géneros Aspergillus
y Penicilliun (Panneerselvam et al., 2002), siendo Aspergillus el mas frecuente en
regiones tropicales (Ravelo et al., 2011), tales como Centroamérica, dado que,
generalmente, los hongos que la producen suelen desarrollarse a temperaturas
entre 25 y los 40 °C (Cruceiro et al., 2013).

Dicha toxina puede encontrarse cominmente en café, vino, jugo de uva, pan,
cerveza, cereales y carnes (Davidovich et al., 2019). En lo que respecta al café,

debe tenerse en cuenta que durante todas las etapas de produccién hasta su



consumo puede contaminarse con hongos productores de la OTA (Davidovich et al.,
2019).

Debido a la propension del café a contaminarse con OTA, es
verdaderamente importante evaluar los niveles de esta en el café que se
comercializa en el mundo. Esto ocasioné que muchos paises buscaran establecer
valores maximos de OTA en café, de modo tal que la Union Europea establece un
valor maximo de 3 ug/kg de OTA para el café tostado y molido (Reglamento UE,
2022/1370). Otro ejemplo es Brasil, que ha establecido para el mismo tipo de café
un valor méximo de 10 pg/kg (Resolucdo ANVISA, RDC No 7).

De hecho, la mayoria de los paises han determinado niveles maximos
permisibles para el café tostado, pero no para el café verde; sin embargo, el Centro
de Comercio Internacional (2011) recomienda que el café verde no exceda los 15
ug/kg. En Costa Rica, segun Davidovich et al. (2019), alin no se definen niveles
maximos para la presencia de dicha micotoxina en café verde (tampoco en café
tostado), de modo que no existe en el pais legislacion o reglamentacion al respecto.

Ahora bien, en cuanto a las metodologias analiticas empleadas para verificar
los niveles de OTA en café, se ha empleado variedad de metodologias analiticas,
tales como la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detectores de
masas (Nielsen et al., 2015; Kokina et al., 2016), cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a detector de fluorescencia (Barcelo et al., 2017), ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (Garrido-Ramirez et al., 2018), transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (Tang et al., 2020), fluorometria (Diaz et
al., 2018), transformada de Fourier (Bozza et al., 2013), y técnicas que emplean
aptameros (Liu et al., 2020).

De las anteriores, la técnica analitica mas aceptada es la establecida por la
Asociacion Oficial de Quimica Analitica (conocida como AOAC por sus siglas en
inglés) en su método 2004.10, el cual sefala el uso de columnas de inmunoafinidad
para la purificacion de la muestra y de la cromatografia liquida de alta resolucion
con espectroscopia de fluorescencia para su deteccion (AOAC, 2016).

Por otro lado, la presente practica dirigida se llevo a cabo en el Instituto del

Café de Costa Rica (ICAFE), el cual es una institucion publica no gubernamental



que funge como rectora en el pais en materia de caficultura. Entre sus objetivos
estan: la promocion de un modelo de produccion Unico y equitativo entre
productores, beneficiarios, tostadores y exportadores nacionales; el apoyo a la
produccion, procesado, exportacion y comercializacion del café de Costa Rica; la
promocién del consumo nacional e internacional del café costarricense; la
investigacion y desarrollo de tecnologias agricolas e industriales en el campo y la
aprobacion de un precio minimo que debe pagar el beneficio de café al productor
(Icafe, 2015).

El ICAFE, como ente rector, posee la responsabilidad de controlar y regular
también la calidad y seguridad del café que se consume en el pais; gracias a esto,
dicho ente pretende implementar un método de analisis que permita la
cuantificacion del nivel de ocratoxina A en café verde y realizar la respectiva
validacion de este. Es asi como mediante el presente trabajo se implementd una
metodologia de andlisis cuantitativa de ocratoxina A en café verde, por medio de la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en el Instituto del Café de Costa

Rica (Icafe) ubicado en Barva de Heredia, Costa Rica.

1.2. Antecedentes

Existe gran cantidad de informacion sobre ensayos de cuantificacion de OTA
que puede dividirse en dos grandes grupos: ensayos cromatogréaficos e
inmunoensayos. Sin embargo, antes de realizar cualquiera de estos ensayos, la
muestra debe prepararse mediante procesos de extraccion y purificacion, los cuales
se llevan a cabo con disolventes organicos y columnas de purificacion. Entre las
columnas mas comunes se encuentran las de inmunoafinidad (conocidas por sus
siglas en inglés como IAC), las multifuncionales (tanto de succién como de presion),
cartuchos de extraccion en fase sélida y cartuchos de equilibrio lipofilico (Prelle et
al., 2013).

En ltalia, Prelle et al. (2013) realizaron un analisis comparativo al emplear
columnas de inmunoafinidad, columnas multifuncionales, cartuchos de extraccion

en fase sélida, cartuchos de equilibrio lipofilico y columnas de cartucho de polimero



molecularmente impreso (conocidas por sus siglas en inglés como MIP), con el fin
de optimizar la purificaciéon de distintos alimentos, para lo cual cuantificaron el
porcentaje de recuperacion de OTA. Estos autores encontraron que las columnas
més adecuadas para analizar muestras de café son las columnas MIP.

En cuanto a las IAC, Barcelo et al. (2017), en Filipinas, extrajeron muestras
de granos de café empleando una de estas columnas, donde la extraccion previa
fue llevada a cabo por medio del remojo del café en metanol y bicarbonato de sodio
en disolucién acuosa, luego estas fueron eluidas en la columna IAC.

Entre los métodos de deteccion empleados para analizar OTA se encuentran:
HPLC, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (conocido como ELISA por
sus siglas en inglés), la fluorometria y los novedosos aptameros asociados a
diversas técnicas de detecciébn. En cuanto a los métodos cromatograficos
mencionados, se han empleado: HPLC-FLD y HPLC-Masas.

Es importante resaltar que al comparar ELISA con la técnica convencional
de HPLC-FLD para ensayos de OTA en café verde se han encontrado resultados
equivalentes en cuanto a su sensibilidad. Por ejemplo, Fujii et al. (2006) realizaron
una comparacion de este tipo, y obtuvieron una correlacion entre HPLC-FLD vy
ELISA de 0.90, con limites de deteccién de 0.80 nggy 3.75 nggt, respectivamente.

A nivel centroamericano, se encuentra el estudio de Vallejos (2006) en
Nicaragua, mediante el cual se compararon tres métodos de analisis de OTA en
café verde, con el objetivo de evaluar cudl de ellos resultaba mas eficaz, de amplio
alcance y de bajo costo. Los métodos empleados fueron: la cromatografia de capa
fina, HPLC-fluorescencia y fluorometria por medio de un VICAM Ochratest. El autor
concluyo que el método de cromatografia de capa fina no es Optimo debido a su
caracter cualitativo y al alto precio de los reactivos utilizados, por lo cual VICAM
Ochratest resultd ser una muy buena alternativa, ya que es barata y brinda
resultados equiparables a los obtenidos por medio de HPLC.

Ahora bien, existen los inmunoensayos dentro de los cuales ELISA es el mas
utilizado para el andlisis de OTA. Por su parte, Quintana et al. (2007), en Costa Rica,
analizaron muestras de café tostado y molido en busca de OTA, por medio de la

técnica de ELISA en la UCIMED. Las muestras de café fueron obtenidas de doce



principales torrefactores del pais y de siete supermercados en lo que se se encontrd
que la mayoria de las muestras contenian OTA en cantidades menores a 4000 ngL-
1.

Mientras tanto, Kokina et al. (2016), en Letonia, desarrollaron un método
utiizando HPLC acoplado a un espectrometro de masas con trampa de triple
cuadropolo (HPLC-MS/MS), para analizar muestras de granos de café y café
expreso. Para la extraccion, en este ensayo se utilizé una mezcla de metanol y agua,
y la purificacion se llevé a cabo a traves de una IAC. Dichos autores obtuvieron una
buena correlacion lineal (r> > 0.998), gran precisién con una desviacién estandar
relativa menor de 2,9% y un porcentaje de recuperacion del 94%.

Por otro lado, se han creado fluorometros especificos para el analisis de OTA.
Por ejemplo, Diaz et al. (2018) analizaron OTA en granos de café verde en Perd,
empleando uno de estos fluorometros. Los autores evaluaron la relacion entre la
OTAYy las buenas practicas de higiene (BHP) en varios establecimientos cafetaleros
y encontraron concentraciones mas altas de OTA en café con mayor contenido de
humedad y que, de igual modo, donde habia un mayor cumplimiento de las BHP,
habia menor contenido de ocratoxinas.

También, se han empleado acidos nucleicos de cadena sencilla llamados
aptameros en el andlisis de ocratoxina A (Ha, 2015). Estos se disefian
sintéticamente y requieren de un marcador con tinte fluorescente, enzimas, biotina,
0 compuestos aminados, segun sea el caso (Barthelmebs et al., 2011). Por su parte,
Liu et al. (2020), en China, analizaron muestras de café. El ensayo consistio en la
incubacion del aptamero con ADN complementario (ADNc), se afiadié una solucion
horquilla H para hibridar, y con una exonucleasa se separ6 el ADN de cadena
sencilla del ADNc, luego afadieron Oxido de grafeno y cuantificaron con el
espectrofotometro de fluorescencia. El ensayo tuvo muy buena sensibilidad al
obtener un limite de deteccion de 0.96 nm.

Es importante mencionar que pese a la existencia del trabajo de Quintana et
al. (2007) con la técnica de ELISA, no existen en el pais mas estudios que

involucren ensayos de deteccion de OTA en café, asi como tampoco existe



informacion de que hayan empleado el método de cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion de fluorescencia.

La técnica de analisis para OTA en café verde con mayor aceptacion es la
especificada en el método oficial AOAC 2004.10, el cual requiere columnas de
inmunoafinidad acopladas a un colector de vacio (Manifold) para la extraccion de la
OTA (AOAC, 2016). Aunado a esto, la técnica de HPLC-FLD para el analisis de
OTA en café verde brinda un buen poder de separacién, pues se obtienen
cromatogramas bien definidos sin interferencias en el tiempo de retencion de la OTA
(Santos y Vargas, 2002).



1.3. Objetivos

1.3.1.  Objetivo general

Implementar un método de cuantificaciébn de ocratoxina A en café verde,
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion con detecciéon de
fluorescencia (HPLC-FLD), en el Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE).

1.3.2.  Objetivos especificos

e Optimizar las condiciones analiticas del proceso de extraccion y purificacion
de ocratoxina A para su determinaciéon en café verde a partir de las
condiciones existentes en el Laboratorio Quimico del ICAFE.

e Optimizar las condiciones instrumentales requeridas por el HPLC para el
andlisis de ocratoxina A en café verde.

e Validar el método de cuantificacion de ocratoxina A en café verde de acuerdo
con los parametros de desempefio establecidos por el Ente Costarricense de
Acreditacion (ECA).



2. Marco Tebrico

2.1. El café

Se denomina café al grano contenido en los frutos cosechados a partir de
plantas del género Coffea (Sanchez, 2020). Dichos frutos, tal como lo menciona
Toledo (2015), estan constituidos por las siguientes secciones (véase Figura 1):
cascara, mucilago (cubierta resbalosa y azucarada), pergamino (cobertura

cartilaginosa) y grano.

Cascara ===

MuCilago_‘+ 1 “u
Pergamino '

Figura 1. Secciones que constituyen el fruto del café, cascara, mucilago, pergamino,
grano. Elaboracion en base a adaptacion de Wang (2014), dicha autora a su vez

hace referencia a Wintgens (2004b).

2.1.1. Obtencién del café verde

Ahora bien, luego de la cosecha y tal como lo indica Boyacéa (2018), mediante
el proceso conocido como beneficio humedo, los frutos se someten a fermentacién
con la finalidad de eliminar el mucilago del café. El producto resultante se conoce
como café en pergamino, el cual posteriormente se somete a un proceso de trilla
(donde se retira mecanicamente el pergamino que recubre el café) para obtener lo
gue se conoce como el café verde (véase Figura 2). Este café, a su vez, se clasifica
para seleccionar los granos mas uniformes y luego se lleva a cabo el proceso de
tostado (Chuga, 2018). Dicho café tostado es empleado en la preparacién de la

bebida del café.



Figura 2. Apariencia de una muestra de café trillada (café verde) (Boyaca, 2018).

2.1.2. Variedades de café

El género Coffea cuenta con mas de cien especies diferentes que se han
desarrollado de acuerdo con las caracteristicas propias de cada region y clima. Sin
embargo, Unicamente se comercializan las especies Coffea arabica y Coffea
canephora, donde cada una de estas cuenta con diferentes variedades, siendo las
pertenecientes a C. canephora las que producen una bebida de menor calidad vy,
por ende, su cultivo no es tan extenso como C. arabica, la cual abarca un 60% de
la produccién mundial (Anacafé, 2019).

En la regién centroamericana, la especie mas cultivada es la C. arabica, de
la cual, tradicionalmente, se han cultivado la variedad Borbdon y mutaciones
naturales de este como lo son: Caturra, Pacas, Villa Sarchi; asi como también su
variedad tipica y mutaciones naturales como Maragogipe, ademas de variedades
hibridas, por ejemplo, el Catuai (hibrida entre Borb6n y Tipica), Costa Rica 95
Catimor (hibrida entre Caturra y Timor), Centroamericano (hibrida de Sarchimor y
Rume de Sudan), Casiopea (hibrida de Caturra y una variedad etiope conocida
como ET41) entre otros (World Coffee Research, 2018).

2.2. Ocratoxina A
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Las ocratoxinas son micotoxinas, es decir, metabolitos secundarios
secretados por hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium, que se dividen en
cinco tipos, a saber: las ocratoxinas A, B, C, a y B; de las cuales la A es la mas
relevante, debido a que resulta ser la mas toxica del grupo (Serrano-Coll y Cardona-
Castro, 2015).

En lo que respecta a la estructura de la OTA, en la Figura 3 se aprecia su
férmula estructural, la cual evidencia que es un compuesto organico conformado
por un anillo 3,4- dihidro metil isocumarina con una fenilamina, que a su vez se une
a un grupo amino a través de un grupo carboxilo (Ravelo et al., 2011). La OTA es
una sustancia moderadamente soluble en disolventes organicos como el cloroformo,
metanol y acetonitrilo, ademas de ser soluble por completo en disoluciones acuosas
de bicarbonato de sodio e insoluble en agua (AFHSE, 2015; Ravelo et al., 2011).

Entre otras caracteristicas fisicoquimicas, su molécula posee una masa
molar de 403 g/mol y una estabilidad térmica hasta los 180 °C (Silupu et al., 2021).
Ademas, es una sustancia incolora, con propiedades de acido débil, emisién de
fluorescencia bajo la luz ultravioleta (Ravelo et al., 2011) y gran estabilidad a altas
temperaturas y acidez (ELIKA, 2013).

OH

s

O\ 0O OH O
N)

H

CH;
Cl

Figura 3. Formula estructural de la ocratoxina A (Gallo et al., 2012), conformada
por un anillo 3,4- dihidro metil isocumarina con una fenilamina, que a su vez se une

a un grupo amino a través de un grupo carboxilo (Ravelo et al., 2011).
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2.2.1. Absorcion y toxicidad de la ocratoxina A en el organismo

La ocratoxina A se absorbe con facilidad en el tracto gastrointestinal y al ser
afin a las proteinas plasmaticas se disuelve con facilidad en la sangre y es
persistente en el organismo, y este la desecha por medios renales, hepatobiliares y
secreciones lacteas (L6pez de Cerain et al., 2000).

La ingesta de OTA provoca dafo tubular renal y fibrosis en aves, peces y
mamiferos; asi mismo, se conoce que es teratdgena gracias a observaciones
realizadas en roedores y pollos. Se le atribuyen propiedades inmunosupresoras,
genotoxicas y cancerigenas (Camean y Repetto, 2012). En humanos ha
demostrado ocasionar incremento de las enfermedades de rifion y nefropatias
(Karoki et al., 2018). También, ha sido clasificada por la Agencia Interamericana del
Céancer (IARC), desde 1993, como posible cancerigeno (grupo 2B) (Kocsubé et al.,
2013). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, conocida como EFSA por
sus siglas en inglés, ha definido una ingesta semanal tolerable de ocratoxina A de
120 ng/kg de peso corporal (ELIKA, 2020).

2.2.2. Contaminacion de la planta de café con ocratoxinas

La ocratoxina A puede ser encontrada comunmente en cereales, carne, leche,
queso, uva, vino, especias, café y derivados de estos(Kocsubé et al., 2013), donde
la contaminacion por ocratoxina A se da por medio de la secrecion de los entes
fungicos en el producto vegetal. El café con frecuencia se ve afectado por dicha
contaminacion, dnde los hongos secretan las micotoxinas en sus frutos o granos.
Los hongos no suelen crecer en la planta, sino en el sustrato y variedad de
elementos presentes en él, tales como hojas y frutas caidas, sin embargo, sus
esporas se esparcen por medio del viento en el ambiente (Couceiro et al., 2013).

Las plantas de café en el campo estan expuestas a gran variedad de factores
de contaminacion y en cualquier momento pueden ocurrir salpicaduras de fuente
animal e inclusive humana, aunado a esto, durante la poda puede suceder

contaminacion cruzada (de los hongos productores de OTA entre plantas), y una
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vez la fruta esta lista para cosechar, el hecho de que sea recogida manualmente
implica exposicion al contacto humano (Vaughan et al., 2015). Después, las frutas
se someten a procesos de secado para separarlas del grano durante varios dias,
donde un secado deficiente y humedo fomenta su fermentacion, lo cual puede dar
cabida al crecimiento de organismos productores de micotoxinas (Barcelo et al.,
2017).

La contaminacion del café, principalmente, se atribuye a Aspergillus
ochraceus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus westerdijkiae y Aspergillus steynii
(Gallo et al., 2012), con la particularidad de que en cualquiera de las etapas de
manipulacion del producto, desde el momento de la siembra, pasando por su
cosecha, secado, procesamiento, transporte, almacenamiento y las condiciones
adecuadas de temperatura y humedad, puede dar cabida a la contaminacién del
producto (Reverberi et al., 2012). Al tomar en cuenta que la temperatura promedio
anual propicia para el café estd comprendida entre los 17 y 23° C y que la humedad
relativa de sobrepasar el 85% puede originar el crecimiento de entes fungicos (Icafe,
2011), tales como Aspegillus, que crece entre los 12-37 °C y se asocia a climas
tropicales; y Penicillium, que crece entre los 4-31 °C, se encuentra comunmente en

regiones con climas mas templados o frios (Ravelo et al., 2011).

2.2.3. Ocratoxina A en café y legislacion pertinente

La OTA, al ser termoestable, es una sustancia dificil de eliminar ain en
alimentos que ya han sido tratados a altas temperaturas, como el caso del café
(Ravelo et al.,2011) quienes indican que ni con los procesos de tostado y
preparacion de la infusién de café se asegura la destruccion de dicha toxina. En
cuanto a la reduccion de la OTA, segun Lépez de Cerain y Soriano del Castillo
(2007), después del tostado del café verde numerosos estudios han observado
reducciones mayores o iguales al 80% y luego de la preparacion de la infusion de
café tostado se han encontrado reducciones no superiores al 50%.

El hecho de que la OTA sea una sustancia dificil de erradicar hace evidente

la importancia de asegurar un correcto control de la higiene en la produccién del
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café verde para disminuir la exposicion de los consumidores a esta(Lopez de Cerain
y Soriano del Castillo, 2007). Lo anterior, también hace que sea necesario asegurar
mediante andlisis cuantitativos los niveles de OTA en el café verde.

Actualmente, Costa Rica carece de reglamentos que regulen los niveles
maximos de ocratoxina A tanto en café verde como en tostado café, sin embargo,
la Unidn Europea ha establecido valores maximos permisibles de 3 pg/kg para el
café tostado y molido y 5 ug/kg para el café soluble (Reglamento UE, 2022/1370).
En el continente americano, en Brasil, se ha establecido tanto para el tostado como
para el café soluble un valor de 10 pg/kg (Resolugcédo ANVISA, RDC No 7). Ademas,
Colombia ha establecido valores de hasta 5 pg/kg en café tostado y 10 pg/kg en
café soluble (Resolucién Ministerio de Salud y Proteccion Social, 004506).

Por otro lado, VICAM, (2017) sefala que a nivel internacional no hay un
consenso sobre una normativa para café verde y que algunos paises han ido
estableciendo sus propios valores. No obstante, el Centro Internacional de
Comercio, por sus siglas en inglés ITC, desaconseja el uso de café verde con

niveles de OTA superiores a los 15 pg/kg (Centro de Comercio Internacional, 2011).

2.2.4. Métodos de determinacién de ocratoxina A

Existen diversos métodos empleados para la deteccion de ocratoxina A en
café, entre los cuales pueden clasificarse dos grupos tradicionalmente distintivos:
los ensayos cromatograficos y los inmunoensayos. Aunado a esto, hay otras
técnicas que no pertenecen a las dos categorias mencionadas, las cuales surgieron
de los esfuerzos realizados por los investigadores para poder lograr detecciones
mas rapidas, baratas y sencillas. Sin embargo, sigue prefiriéndose los métodos
cromatogréaficos dictados por la AOAC para el andlisis de dichas micotoxinas en
café, tal es el caso del método AOAC 2004.10 para el analisis de OTA en café verde
(AOAC, 2016).
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2.2.4.1. Ensayos cromatograficos. Con el fin de llevar acabo ensayos
cromatograficos, es indispensable realizar previamente extracciones y limpiezas
que garanticen la obtencion de la ocratoxina A pura, es decir, libre de sustancias
interferentes ligadas a la matriz de las muestras analizadas, para lo cual se han
disefiado varios métodos especializados que se basan en columnas de extracciéon
de fase sdlida (denominadas columnas SPE), las cuales pueden ser “de paso” o
‘columnas de captura del analito”, donde las primeras retienen las sustancias
interferentes por medio de un material adsorbente y dejan pasar el analito, y las
segundas retienten en dicho material adsorbente el analito y las moléculas
interferentes se eluyen al lavar la columna (Prelle et al., 2013). Aunado a esto, es
comun el uso de columnas de inmunoafinidad (IAC), las cuales contienen un
anticuerpo especifico que se liga con la OTA (Bucheli et al., 2000).

Una vez extraida la muestra, se aplica el ensayo cromatografico de
preferencia, donde los mas comunes han sido la cromatografia de capa fina (TLC)
(Batista y Chalfoun de Souza, 2009), cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (Nganou et al., 2014) y la cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UHPLC) (Nielsen et al., 2015).

En cuanto a la cromatografia de capa fina, esta fue una técnica basica
utilizada en un principio para detectar OTA en café, la cual, pese a su bajo costo,
(Pittet y Royer, 2002) y naturaleza cualitativa, ha sido desplazada por los métodos
cromatograficos instrumentales cuantitativos desarrollados posteriormente, tales
como HPLC. Estos ultimos conllevan normalmente el uso de detectores de
fluorescencia (Karoki et al., 2018) o espectroscopia de masas (Sueck et al., 2019).
Por otro lado, los métodos que conllevan la utilizacion de UHPLC con
espectrometria de masas, poseen la gran ventaja de permitir la una separacion

eficiente y muy superior a otras técnicas cromatograficas (Sieber et al., 2009).
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2.2.4.2. Inmunoensayos. Los inmunoensayos funcionan bajo el
principio de las reacciones de conjugacion antigeno anticuerpo y se emplean en la
deteccidn de determinados analitos (Andrade, 2006). En el caso de la ocratoxina A,
este tipo de ensayos surgieron como una alternativa rapida de deteccion (Azofeifa,
2003). Entre los métodos empleados en inmunoensayos para el analisis de OTA en
café estan: plasma acoplado inductivamente con espectrometro de masas (ICP-
MS) (Giesen et al., 2010), transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET) (Tang et al., 2020) y ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
(Fuijii et al., 2006).

Respecto a la deteccion con plasma de acoplamiento inductivo asociado a
un espectrometro de masas en inmunoensayos, no ha sido un método muy utilizado
para analizar OTA, debido a que en un principio su sensibilidad para analizar trazas
en compuestos organicos no resultaba ser buena, sin embargo, con la introduccién
de derivatizaciones con heteroatomos (Pérez et al., 2017), los cuales son moléculas
distintas al carbono e hidrogeno, se obtienen resultados precisos al analizar OTA
por medio de ensayos competitivos indirectos, los cuales contemplan la incubacion
de anticuerpos secundarios con elementos como el oro (Giesen et al., 2010).

Por otro lado, la transferencia por resonancia de fluorescencia, conocida
también como resonancia de Foster, es una técnica novedosa para el analisis de
OTA en café, que consiste en transferir energia de una molécula a otra. Estas
moléculas se encuentran emparejadas e interactan en un campo dipolo-dipolo, de
modo que una de las moléculas, conocida como la donadora, absorbe la luz, se
excita y transfiere su energia a la otra molécula conocida como la receptora
(Basham et al., 2010). Como ejemplo de esta técnica se ha disefiado un método
con un inmunosensor, que utiliza nanocuerpos y puntos cuanticos (moléculas
donadora y receptora), donde la OTA compite con la molécula donadora para
asociarse a lareceptora y asi poder ser cuantificada (Tang et al., 2020), este método
ha sido empleado en cereales, pero podria ser optimizado para su uso en matrices
de cafe.

Finalmente, el inmunoensayo mas empleado para analizar OTA tanto en café

como en otros alimentos es ELISA, debido a que genera resultados con buena
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sensibilidad, comparables a los obtenidos por medio del método HPLC-
fluorescencia y a la sencilla preparacion de las muestras (Fujii et al., 2006). El
principio de los analisis de OTA con ELISA se basa en afadir la muestra y un
conjugado de la OTA con peroxidasa a un anticuerpo monoclonal que se encuentra
fijado en un pocillo, de modo que se da una competencia entre las moléculas de
OTA y el conjugado para ligarse al anticuerpo, esto provoca que la cantidad de
ocratoxina aumente y disminuya la del conjugado, provocando un cambio de color
caracteristico y permitiendo la construccion de una curva de calibracion y su
consecuente interpolacion para la obtencion de las concentraciones de las muestras
(Azofeifa, 2003).

2.2.4.3. Otras técnicas. Existen algunas técnicas que han sido
empleadas para la deteccion de OTA en café, las cuales han surgido
alternativamente a las técnicas convencionales con el fin de lograr la obtencion de
resultados practicos, en menos tiempo y con un costo menor, entre las cuales
pueden mencionarse la transformada de Fourier (FT) (Bozza et al., 2013),
fluorometria (Diaz et al., 2018) y el uso de aptameros (Liu et al., 2020).

En cuanto a la transformada de Fourier, se ha desarrollado un método con
espectroscopia infrarroja (FT-IR) para analizar OTA en café, sin embargo, pese a
que esta técnica es ampliamente utilizada para el anélisis de moléculas pequefas
o complejos moleculares, los estudios en el campo expuesto no son numerosos. El
principio de FT-IR se basa en las vibraciones moleculares de los grupos funcionales,
los cuales pueden estar asociados a bandas de absorcion infrarrojas (Berthomieu y
Hienerwadel, 2009), de modo que la idea es identificar esas bandas de absorcion
infrarroja asociadas a las moléculas que componen la ocratoxina A. No obstante,
dicho método, a pesar de ser practico, antes de poder asegurar que es
completamente confiable, debe ser estudiado mas a fondo (Bozza et al., 2013).

En contraste, la técnica de fluorometria es muy utilizada para analizar OTA
en alimentos, tanto asi que se han disefiado fluorometros especiales para poder
cuantificarla. FT-IR y esta técnica, al igual que los ensayos cromatograficos,
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necesitan que las muestras sean purificadas previo a su analisis por medio del uso,
por ejemplo, de columnas de inmunoafinidad (Diaz et al., 2018).

Por otro lado, una de las técnicas mas novedosas para el analisis de
ocratoxinas es el uso de los aptameros, los cuales son acidos nucleicos de cadena
sencilla que tienen la facilidad de unirse a anticuerpos, dichos anticuerpos van a ser
posteriormente las moléculas reporteras que indiquen la presencia de la OTA, por
lo que a esta solucion debe afadirse un marcador, el cual puede ser un tinte
flourescente, una enzima, biotina 0 un compuesto aminado, lo que convierte al uso
de aptdmeros en una técnica versétil, que permite el uso de variedad de métodos
de deteccioén (Barthelmebs et al., 2011). Los estudios de OTA en café por medio de
métodos con aptameros son escasos debido a su reciente aplicacion en el analisis
de toxinas en alimentos, pero con el tiempo, tal como mencionan Liu et al. (2020)
debido a su alta sensibilidad y sencilla aplicacién, podrian llegar a generarse

variedad de estudios relacionados.
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3. Marco Metodoldgico

3.1 Ubicacién geografica del proyecto y método de andlisis de ocratoxina

en café verde

3.1.1. Descripcién de la ubicacidén geografico-temporal del proyecto

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio Quimico del Icafe en
San Pedro de Barva, Heredia, donde se realizaron pruebas de optimizacion al
método para cuantificacion de ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién de fluorescencia (HPLC-FLD).
Posteriormente, se realiz0 la validacion segun los parametros de desempefio
establecidos por el Ente Costarricense de Acreditacién (ECA). Esta préactica dirigida

se llevo a cabo del 12 de julio al 3 de diciembre del 2021.

3.1.2. Descripcion del método de analisis de ocratoxina A en café verde

empleado en el laboratorio quimico del ICAFE

3.1.2.1. Muestreo y preparacién previa de las muestras para el
meéetodo de andlisis de OTA en café verde mediante HPLC. EIl laboratorio
Quimico recibié muestras de café en grano sin tostar (café verde) de 100 g para el
respectivo andlisis de OTA mediante HPLC. Mas adelante, las muestras fueron
colocadas en la estufa a 50 °C de tres a cinco dias. Luego fueron molidas y se
conservaron a temperatura ambiente en recipientes de plastico (poliestireno) para

impedir el ingreso de humedad, hasta que realizaron los ensayos respectivos.

3.1.3. Técnicade andlisis empleada para el andlisis de ocratoxina A en café

verde

Durante la presente practica, los recursos con los que contaba el Laboratorio
Quimico del ICAFE no eran suficientes para aplicar la metodologia de

determinacion de OTA en café verde especificada por la AOAC, por lo que se optd
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por la metodologia del laboratorio Trilogy Analytical Latinoamérica (2010), la cual
emplea la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un
espectroscopio de fluorescencia (HPLC-FLD). Esta metodologia ya se venia
experimentado en el ICAFE desde el 2017, aproximadamente, y consta de tres
pasos: la extraccién de la muestra, su introduccion en un equipo de HPLC y su
deteccion por medio de espectroscopia fluorescente. En el Cuadro 1 se muestran

los pardmetros de operaciéon que se emplearon en el equipo de HPLC.

Cuadro 1
Parametros de operacion del equipo de HPLC para cuantificacién de ocratoxina A,
mediante la técnica de HPLC-Fluorescencia, ICAFE (2020).

Parametro Especificacién
Columna Ci18
Fase movil Acetonitrilo — Agua - Acido acético
(45 + 54 +1)
Flujo 0,7 mL/min
Temperatura del horno de la columna 40 °C
Volumen de inyeccion 50,0 pL
Detector Fluorescencia
Longitud de onda de excitacion 333 nm
Longitud de onda de emision 460 nm

3.1.4. Equipo e instrumentacion empleados para el analisis de ocratoxina

A en café verde mediante HPLC

Los materiales e instrumentacion que se emplearon fueron: cromatégrafo liquido
de alta resolucion (HPLC) Thermo Scientific/Dionex Ultimate 3000 con detector de
fluorescencia, columnas de inmunoafinidad OCHRAPREP de R-BIOPHARM,
balanza granataria, vortex, licuadora casera Oster. También se utilizé una bomba

de presion positiva que no cumple con las condiciones de monitoreo adecuado de
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goteo recomendado, lo ideal es emplear un sistema de vacié acoplado a un colector
de vacio (conocido por su hombre en inglés como Manifold).

Por otro lado, en cuanto a materiales y reactivos, se utilizaron agua
desionizada tipo 1, metanol y acetonitrilo (ambos, grado HPLC), &cido acético
glacial, estandar de OTA (marca Trilogy) de 10,2 pg/mL. Disolucion salina
tamponada con fosfato (conocida como PBS por sus siglas en inglés) marca Tween,

5X concentrado al 2%.

3.1.5. Preparacion de las muestras y determinacion por HPLC para el

método de andlisis de ocratoxina A en café verde

Para la determinacion de las muestras se realiz6 lo siguiente: primero, se
pesaron 25 g de las muestras de café verde molido y se licuaron (en una licuadora
casera Oster) con metanol y agua en proporcion 3:1 respectivamente; luego se
filtraron y se diluyeron en una disolucién PBS, en este punto se monitoreo el pH de
cada muestra para garantizar una buena recuperacion del analito por medio de la
columna de inmunoafinidad, por lo cual se comprobé que el pH se encontraba entre
6 y 9. Luego, las muestras se pasaron a través de dicha columna aplicando una
presion positiva. Se eluyeron primero las muestras con metanol y luego con agua.

Es importante resaltar que Trilogy Analytical Laboratory (2010) en su
procedimiento analitico para la OTA mediante HPLC-Fluorescencia, indica que la
velocidad de goteo al realizar dicha elucion debe ser de 1-2 gotas por segundo. Sin
embargo, debido a que el Laboratorio Quimico del ICAFE no contaba con los
recursos para obtener el equipo de vacio con manifold (como el recomendado en el
método AOAC 2004.10), dicha velocidad de goteo no fue monitoreada
adecuadamente. Posteriormente las muestras fueron homogenizadas en un vortex
y colocadas en viales para HPLC y se llevaron al equipo de HPLC, donde fueron

detectadas por espectroscopia de fluorescencia.
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3.1.5.1. Preparacion de la disolucion del estandar de ocratoxina A
para la elaboraciéon de la curva de calibracién (0,102 pg/mL = 102 pg/L). La
disolucién del estandar de OTA para la realizacién de la curva de calibracion se
preparé a partir de una ampolla de 5 mL que contenia una concentracion de 10,2
pug/mL del estandar de OTA marca Trilogy disuelto en metanol, dicha ampolla se

diluy6é con metanol puro en un balén aforado de 500 mL.

3.1.5.2. Curvade calibracion. Se prepar6 una curva de calibracion con
concentraciones de los estandares entre 0,80 ug/L y 25,50 ug/L. Especificamente,
se tomaron 2,5 mL de la solucion madre del estandar (102 ug/L), y se diluyé con
metanol/agua 50/50 en un balon de 10 mL, este fue el estandar 6 (25,50 pg/L), de
este estandar se tomaron 5 mL y se diluyeron en un bal6n de 10 mL, este fue el
estandar 5 (12,75 ug/L), sucesivamente de los consiguientes se fueron tomando
también 5 mL y diluyendo en balones de 10 mL (ver Cuadro 2 para consultar las

concentraciones de cada estandar).

Cuadro 2

Preparacion de la curva de calibracion de ocratoxina A.

Estandar Concentracion (ug/L)
1 0,80

1,59

3,19

6,38

12,75

25,50

o 01 A WDN
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3.1.5.3. Preparacion de muestras enriquecidas con estandar de
ocratoxina A con concentracion de 10,2 ug/L. Para la preparacion de muestras
enriquecidas de la disolucion de estandar de OTA de 102 pg/L se tomaron 2,5 mL
y se llevaron a un balén aforado de 25 mL, para luego afiadirlo en su totalidad a una
muestra de 25 g café verde molido previamente pesada con 75 mL de metanol puro
y se licud, a partir de este punto, fueron tratadas de igual forma que las muestras

comunes.

3.2. Optimizacion de las condiciones analiticas del proceso de extraccién y
purificacion de ocratoxina A para su determinacion en café verde a partir de las

condiciones existentes en el laboratorio quimico del ICAFE

3.2.1. Prueba del efecto de la matriz de café verde en el analisis de
ocratoxina A por HPLC

Se procedi6 a realizar esta prueba de efecto matriz con el fin de conocer si
la calidad del café afecta la extraccion de las muestras. Para evaluar esto, se
realizaron enriquecimientos de la muestra, por lo cual se agregd una concentracién
de 10,2 pug/L de estandar de OTA a dos muestras de café verde, una de alta calidad
(muestra de granos homogéneos y tamafo uniforme) y una de calidad baja
(muestra conformada por granos heterogéneos: quebrados, de diversos tamarios,
negros y restos de pergamino). De cada muestra se analizaron tres réplicas

enriquecidas y se compararon los resultados obtenidos de ambas muestras.

3.2.2. Pruebade verificacion de la capacidad de extraccion de las columnas
de inmunoafinidad empleadas en el andlisis de ocratoxina A en café

verde

Para esta prueba se eluy6 1 mL de un estdndar de OTA con una
concentracién de 12,2 pg/L a través de una columna de inmunoafinidad. Dicha

prueba se realiz6 por duplicado. Los duplicados se inyectaron en el equipo de HPLC
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en conjunto con una curva de calibracién de OTA. Esto, con el fin de verificar la
capacidad de extraccion de las columnas de inmunoafinidad empleadas para el
andlisis de OTA en café verde. Finalmente, los resultados obtenidos se compararon

con los de muestras de café enriquecidas con estandar de OTA.

3.3. Optimizacion las condiciones instrumentales del HPLC para el analisis

de ocratoxina A en café verde
3.3.1. Pruebade idoneidad del sistema cromatografico

Segun Rayo y Rivera (2014), una prueba de idoneidad corresponde a un
grupo de ensayos que en su conjunto permiten, en el momento de la utilizacion de
un método, verificar que el sistema (compuesto por el analista, los reactivos y el
instrumento) es adecuado para llevar a cabo la determinacion y su respectiva
validacién. En una prueba de idoneidad se evalian el factor de capacidad, el
namero de platos teoricos, el factor de asimetria (cola) y la resolucion.

Al realizar la prueba de idoneidad se obtuvo su coeficiente de variacion con
el fin de conocer la precision del sistema cromatografico (Aguirre et al., 2001).

La prueba de idoneidad se realiz6 corriendo el método de andlisis
normalmente e inyectando 6 réplicas del estandar 3 de la curva de calibracion, el
cual contenia una concentracién de 3,2 pg/L, el nUmero de platos tedricos y el factor
de asimetria fueron obtenidos directamente de los resultados dados por el equipo

al analizar las réplicas.

3.3.1.1. Factor de capacidad. Al factor de capacidad (k’), se le conoce también
como velocidad de migracion de un soluto, tal como menciona Skoog et al. (2020)
se emplea para describir la velocidad de migracién de los solutos en las columnas.

El factor de capacidad se calculé mediante la Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Calculo del factor de capacidad (k’) (Aguirre et al, 2001).

kl _ tr—to
to
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Donde:

k’: factor de capacidad

to: tiempo en que el compuesto no retenido pasa por el interior del sistema.
tr: tiempo de retencion del compuesto considerado.

3.3.1.2. Numero de platos tedricos. El nimero de platos teoricos se
calcula con base en la columna empleada; en el presente caso segun la columna
de fase reversa (C18) designada para el método, pues tal como menciona Gonzélez
(2010) un plato tedrico es la longitud de la columna en la cual el soluto alcanza un
equilibrio entre la fase movil y la fase estacionaria, definiendo a su vez la eficacia

de separacion de la columna.

3.3.1.3. Factor de asimetria. En cromatografia la identificacion y
cuantificacion de los componentes presentes en las muestras analizadas se realiza
mediante cromatogramas (Gismera et al., 2009). Un cromatograma es el grafico de
picos de elucion producidos por cada analito presente en una muestra (Forbes et
al., 2009). Dichos picos de eluciébn son conocidos también como picos
cromatograficos, bajos los cuales segun la sefal obtenida se encuentra lo que se
conoce como el area bajo el pico, que permite la valoracion cuantitativa de la
cantidad relativa de las sustancias analizadas (Gismera et al., 2009).

Cuando un pico cromatografico es ideal, muestra semejanza a una curva
Gaussiana, sin embargo, en un ensayo cromatografico dentro de la columna unas
moléculas se desplazan mas rapido y otras se retrasan, lo que genera una
dispersion simétrica de las velocidades alrededor del valor medio, y esto se traduce
en colas con mayor o menor asimetria dependiendo del analito (Legaz et al., 2011).

La evaluacion de dicha asimetria se conoce como factor de asimetria.
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3.3.1.4. Resolucion. La resolucion es la medida de separacién que hay
entre dos picos y que resulta muy util para controlar el comportamiento de posibles
interferencias (Rodriguez, 2014). A su vez, Aguirre et al. (2001) mencionan que la
resolucién es la linea base que se obtiene cuando la sefial cromatografica
correspondiente a las Ultimas trazas del analito (para el cual se realiza la prueba)
llegan a la linea base antes que las primeras trazas del siguiente analito a eluir sean
detectadas. Dado que la resolucion sirve para conocer la medida entre dos picos
de interés en un analisis y el pico de la OTA, es el Unico pico de interés en el andlisis
referido en el presente trabajo, una medida de resolucion no era aplicable para la

prueba de la idoneidad del método en estudiado.

3.4. Validacion del método de cuantificacion de ocratoxina A en café verde
de acuerdo con los parametros de desempefio establecidos por el Ente

Costarricense de Acreditacion (ECA)

En este trabajo se evaluaron los parametros de desempefio especificados
segun el ECA (2019) para aquellos laboratorios de ensayo que utilicen métodos no
normalizados o desarrollados por los mismos laboratorios, dichos parametros de
desempefio fueron: selectividad, veracidad (y recuperacion), precision, limites de
deteccion y cuantificacion, linealidad, sensibilidad, robustez e incertidumbre. Sin

embargo, no fue posible medir la precision.

3.4.1. Selectividad

La selectividad es el grado en que un método analitico puede cuantificar un
analito en presencia de interferencias que frecuentemente se encuentran en la
matriz empleada (Duffau et al., 2010), tal es el caso de la OTA en la matriz de café
verde.

Para la selectividad se realizé la lectura tanto de un blanco de la matriz de
café verde como del estandar 3 de la curva de calibracién y una muestra enriquecida.

Luego se comprobaron y compararon los cromatogramas obtenidos.
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3.4.2. Veracidad y recuperacion

La veracidad de un método analitico es la capacidad que posee este para
proporcionar resultados lo mas préoximos posibles al valor verdadero (Zumbado,
2004). Dicha veracidad puede ser determinada segun la guia de la Eurachem dada
por Magnusson y Ornemark (2014) mediante el andlisis por material de referencia,
experimentos de recuperacion con muestras enriquecidas y comparacion con los
resultados obtenidos mediante otro método.

La recuperacion es la fraccibn de la sustancia agregada a la muestra
(muestra enriquecida) previo al analisis e implica el andlisis tanto de muestras
enriquecidas como no enriquecidas (Duffau et al., 2010).

Es importante sefalar que el Laboratorio Quimico del ICAFE no cuenta con
una muestra certificada de OTA, por lo cual la veracidad se evalué segun la
Eurachem midiendo 10 muestras enriquecidas de OTA en café verde con
concentraciones de 10,2 pg/L y un blanco del mismo control de café verde, y
calculando sus respectivos valores de porcentaje de recuperacion relativa, tal como

se muestra en la Ecuacion 2 (Magnusson y Ornemark, 2014).

Ecuacién 2. Calculo del porcentaje de recuperacion relativa empleado en las
muestras enriquecidas de OTA en café verde para la verificacion de la veracidad
mediante el método de HPLC-Fluorescencia. (Magnusson y Ornemark, 2014).

!

X — X
%Recuperacion = ——— x 100
Xadicién
Donde:
X es el valor medio de las muestras adicionadas.
X es el valor de la adicionada.

Xqaicisn €S la concentracién afiadida en la adicion.

Las muestras enriquecidas de OTA empleadas en la verificacion de

veracidad se prepararon segun se describe en el apartado 3.1.5.3: realizando 10
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disoluciones de 10,2 ug/L partir de la disolucion estandar de ocratoxina A de 102
ug/L, dichas disoluciones se adicionaron a 10 muestras del mismo control de café
verde molido, las cuales luego fueron extraidas con 75:25 metanol/agua y filtradas.
La OTA que les fue adicionada fue recuperada mediante columnas de
inmunoafinidad para OTA y posteriormente fueron analizadas mediante el equipo

de HPLC con deteccién de fluorescencia.
3.4.3. Precisién

La precision es el valor que expresa la cercania de coincidencia (grado de
dispersion) entre una seria de varias mediciones obtenidas de multiples muestreos
de una misma muestra homogénea bajos las condiciones analiticas establecidas
por el método empleado en cuestion. (Ministerio de Salud, 2014). La precision
segln Magnusson y Ornemark, (2014) puede medirse en términos de repetibilidad,
precision intermedia y reproducibilidad de medicion.

La repetibilidad es el parametro que expresa la precision obtenida a partir de
un grupo de resultados de un ensayo, el cual se realiz6 bajo iguales condiciones de
operacién: mismo equipamiento, mismo operador en un intervalo corto de tiempo
(Quezada, 2009). En la Eurachem Magnusson y Ornemark, (2014) indican que el
minimo de repeticiones a realizar esta entre las 6 y 15 réplicas, tal es el caso de la
presente préactica dirigida donde se determiné la repetibilidad a partir de seis
réplicas (enriquecimientos de 10,2 ug/L de OTA) de la misma muestra de café verde
homogénea. A los datos obtenidos se les realizé un analisis de varianza de un solo
factor, con base en este se obtuvieron la desviacion estandar de la prueba de

repetibilidad y la desviacién estandar relativa de la repetibilidad (Ecuacién 3).

Ecuacién 3. Calculo de la desviacion estandar relativa de la repetibilidad para la
verificacion de la precision del método de analisis de ocratoxina en café verde
mediante la técnica de HPLC-FLD (Quezada, 2009).

S
RSD, = (%) ¥ 100
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Donde:
RSDr: Desviacion estandar relativa de la repetibilidad.
Sr. desviacion estandar de la repetibilidad.

X: Valor promedio de las mediciones.

Ahora bien, la reproducibilidad es el pardmetro que expresa la precisién en
condiciones reproducibles a partir de los resultados obtenidos de estudios
interlaboratoriales para el mismo método de ensayo. (Quezada, 2009). Por otro lado,
la precision intermedia se realiza a nivel de un solo laboratorio, con el objetivo,
segln Magnusson y Ornemark (2014), de obtener una estimacion de la precision
gue se encuentre asociada a todas las fuentes de variacion que se produciran en el
laboratorio en condiciones rutinarias.

Se omitié la prueba de la precisién intermedia debido a las limitaciones en el
tiempo, pues por la pandemia del COVID-19 durante el primer semestre del 2021,
el Laboratorio Quimico del ICAFE dej6 de recibir pasantias de forma presencial, lo
cual causo que el presente estudio se llevara a cabo s6lo durante un semestre y no
durante los dos semestres que usualmente conllevan los trabajos finales de
graduacion en la UCR. Por otro lado, también debido al COVID-19, el laboratorio no
ha podido participar en una prueba interlaboratorial desde el 2018 para medir la
reproducibilidad. Por tanto, en el presente trabajo se mencionan a modo de
referencia los resultados obtenidos de la Ultima prueba interlaboratorial en la cual
se participd (dicha prueba fue realizada en el 2018 por el proveedor de estudios
interlaboratoriales acreditado FAPAS) con el fin de conocer un estimado de la
reproducibilidad del analisis.

Por su parte, FAPAS (2018) midieron la reproducibilidad basados en el valor
conocido como Z-Score, que consiste en tomar la diferencia entre la medida
obtenida para cada laboratorio y el valor tedrico asignado en el estudio y dividirla
entre la desviacion estandar obtenida a partir de todas las medidas obtenidas por
los laboratorios participantes en el estudio interlaboratorial. Mediante la Ecuacion 4,
F FAPAS calcul6 los Z-score para cada laboratorio participante en dicho estudio

interlaboratorial.



29

Ecuacién 4. Calculo de Z-Score empleado por FAPAS (2018) para el medir la
reproducibilidad de la prueba interlaboratorial del andlisis de ocratoxina A en café
verde.

ZScore = M
(Up)

Donde:

X: resultado informado por el laboratorio participante.

Xa: Valor asignhado de X.

Op. desviacion estandar.
3.4.4. Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion de un método analitico (conocido también como LOD
por sus siglas en inglés) tal como menciona Huber (2010) al citar a la guia ICH, es
la menor cantidad de analito en una muestra que puede ser detectada (no
necesariamente cuantifcada). A su vez, el limite de cuantificacion de un método
analitico (conocido por sus siglas en inglés como LOQ) segun Magnusson y
Ornemark, (2014) es el nivel minimo del analito que puede ser determinado con un
desempefio aceptable.

Para evaluar el LOD y el LOQ segun lo especificado en la Eurachem por
Magnusson y Ornemark (2014), se emplearon los datos correspondientes a 10
curvas de calibracion del estandar de OTA (marca Trilogy), con el fin de construir
una curva respuesta de los resultados contra la concentracion. Las areas de los
picos cromatograficos obtenidos fueron promediadas segun su nivel de
concentracién. Luego, los datos de las concentraciones y de las areas promediadas
fueron colocados en la Hoja de Calculo de Validacién de Curvas del ICAFE, en ella
se graficd la curva de calibracion y calcularon los parametros de LOD y LOQ

mediante las Ecuaciones 5y 6 respectivamente.
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Ecuacién 5. Calculo del limite de deteccion para validacion del método de andlisis
de ocratoxina A en café verde (Skoog et al., 2015).

_ (k *Sp)

LOD )

Donde:

k: factor de confianza se utilizé un valor de 3, el cual corresponde a un 98,3% de
confianza.

Sk: desviacion estandar del intercepto (b).

m: es la sensibilidad de la calibracion, es decir, la pendiente de la recta lineal.

Ecuacion 6. Célculo del limite de cuantificacién para validacion del método de

analisis de ocratoxina A en café verde (Herrera et al., 2008).

Donde:

10: factor multiplicador, segun la Eurachem se basa en los criterios de adecuacion
al uso, usualmente, es 10 (Magnusson y Ornemark, 2014).

Sh: desviacién estandar del intercepto (b).

m: pendiente de la recta lineal.

3.4.5. Linealidad y sensibilidad

Segun Huber (2010) la linealidad es la habilidad analitica de un
procedimiento dentro de un rango de obtener reultados directamente proporcinales
a la cantidad de concentracion de un analito en una muestra.

La sensibilidad es el parametro que permite conocer la relacion que puede
medir un método entre la variable dependiente con respecto a la independiente
(Castro et al., 2020). En términos practicos, la sensibilidad, segun Duffau et al.
(2010), permite observar la capacidad de respuesta instrumental a determinada
cantidad del analito y corresponde a la pendiente (medida de inclinacion) de la recta

de calibracion (m).
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Para evaluar la linealidad se calculé el promedio de tres curvas de calibracion
de OTA de 6 estandars (con concentraciones entreo los 0,797 y 25,5 ug/L), esto de
conformidad con lo indicado por el Ministerio de Salud (2014), que indica evaluar la
regresion lineal del sistema trabajando con disoluciones estdndar de al menos cinco
niveles de concentracion. Los resultados obtenidos se promediaron, fueron
graficados y se evalud la respuesta de la concentracion del analito contra el area
promedio obtenida a cada nivel. En cuanto a la sensibilidad del método, se analiz6
la pendiente de la funcién lineal correspondiente a la curva de calibracion de OTA
realizada (la misma curva empleada para evaluar la linealidad).

Para la linealidad se realiz6 también una prueba de homogeneidad varianzas
para evaluar la variabilidad entre las tres curvas de calibracion analizadas. Se
empleod la prueba de Levene, que tal como menciona Mongay (2005), implicé que
para cada dato experimental el calculo de la diferencia absoluta entre su valor y la
mediana de su grupo, y se realizd sobre estas diferencias un analisis de varianza
(ANOVA) de un factor, obteniéndose un valor P-valor con una significancia (a) de
0,05. Para dicha prueba se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipétesis nula (Ho) = Todas las varianzas de las tres curvas de calibracion
analizadas son semejantes entre si.

Hipdtesis alterna (Ha) = Por lo menos una de las varianzas de las tres curvas
de calibracion analizadas es diferente.

Para tomar la decision acerca de Ho se utilizo el p valor dado por el ANOVA
de la prueba de Levene. Dicho p valor (valor de probabilidad) es el mayor nivel de

significacion para el que no se acepta Ha (Delgado de la Torre, 2004).

3.4.6. Robustez

La robustez es un parametro que busca desafiar la estabilidad de un método
analitico, es decir, es la medida de la capacidad de un procedimiento analitico de
permanecer inalterado ante pequefias, pero deliberadas variaciones de una o mas
condiciones de trabajo (Crubellati y Di Risio, 2009). Mediante las pruebas de

robustez se busca demostrar que el método en estudio, al ser empleado
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rutinariamente es capaz de ser efectivo, aunque sufra algiin cambio durante su
desempefio. Al respecto, Karageorgou y Samanidou (2014) mencionan que al
obtenerse mediante la prueba de robustez resultados satisfactorios puede
establecerse, entonces, que la robustez del método es aceptable y puede
procederse con la validacién respectiva y cuando los resultados de dicha validacion

sean satisfactorios, el método puede ser aplicado de forma rutinaria.

3.4.6.1. Test Youden y Steiner. Al determinar la robustez de un método
de andlisis se toman en cuenta los errores tipicos dentro de las variables del método
gue podrian afectar su desempefio, dichos errores pueden ser del tipo instrumental
o humano, y pueden suponer una seria afectacion a la aplicacion del método en
forma rutinaria. De modo que, para probar la robustez del método, se utilizd el test
de Youden y Steiner, el cual busca evaluar el efecto de dichas variables por medio
del disefio de ocho analisis o pruebas diferentes, de forma que cada variable se
estudia mediante un valor alto valor alto (A, B, C,...,G) y un valor bajo (a, b, c,..., 9)
(Duffau et al., 2010).

Para evaluar la robustez del método de analisis de OTA en café verde
mediante HPLC-Fluorescencia fueron disefiados ocho experimentos y se
identificaron cinco variables que podrian afectar el desempefio del método, tal y
como se muestra en el Cuadro 3 que fueron: temperatura horno de la columna, fase
moévil, velocidad del flujo, volumen de inyeccién y tiempo de agitacion de la muestra.
Los cambios fueron introducidos a la vez para que los efectos de los cambios
individuales pudieran identificarse mediante la diferencia obtenida de los cuatro
analisis que contenian la variable en su valor alto y de las cuatro con la variable en
su valor bajo (Bedregal et al., 2008). Dichas diferencias se denotan segun Duffau
et al., (2010) de la siguiente manera:

(A-a),(B-b), (C-c), (D-d), (E-e), (F-1), (C-9).
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Cuadro 3
Experimentos realizados para la prueba de robustez realizada para la validacion del método de andlisis de

ocratoxina A en café verde mediante la técnica de HPLC-FLD.

Variable Clave  Valor Valor Normal 1 2 3 4 5 6 7 8
Alto Bajo
Temperatura Aa 45 35 40 45 45 45 45 35 35 35 35
horno de

columna (°C)

Fase movil B,b 4555 60:40 4555 4555 4555 4555 60:40 4555 60:40 60:40 60:40
(Acetonitrilo:
acido acético)

Flujo C.c 0,8 0,6 0,7 0,8 0,6 0,8 0,6 0,8 0,6 0,8 0,6
(mL/min)
Volumen de D,d 55,0 45,0 50,0 55,0 55,0 45,0 450 450 450 550 55,0
Inyeccién (uL)

E.,e 1:30 2 min 2:30 1:30 1:30 1:30 1:30

Tiempo de min min min min min min
agitaciéon de 2:30 2:30 2:30 2:30

la muestra min min min min
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Para evaluar la robustez, como criterio de aceptacion se requiere que las
diferencias entre las variables altas y bajas obtenidas sean menores a V2S (d6nde
S es la desviacién estandar de la precision del método) (Duffau et al., 2010). Para
evaluar dicho criterio de aceptacion de la robustez se multiplicé V2 por la desviacién

estandar de la precision del analisis de robustez efectuado.

3.4.7. Incertidumbre

La incertidumbre tal como indican Magnusson y Ornemark (2014), es un
intervalo asociado con un resultado de medida que expresa el intervalo de valores
razonables atribuidos a la cantidad medida y que debe tomar en cuenta todos los

efectos reconocidos que afectan el resultado. Comunmente, para calcular la
incertidumbre se emplea el valor de varianza de Horwitz (Sﬁorwitz) obtenido a

partir estudios de reproducibilidad, el cual se origina del valor de la desviacion
estandar de Hortwitz (Showitz) resultante en dichos estudios. Segun Rivera y
Rodriguez (2010), en 1980 Horwitz et al. expusieron que el comportamiento de la
dispersién de los datos en pruebas interlaboratoriales puede presentarse como un
grafico del coeficiente de variacion (CVwhoitz) €xpresado en potencia de 2 contra la
concentracion medida expresada en potencia de 10, esto se denomina ecuacion de
Horwitz, la cual puede apreciarse en la Ecuacion 7.

De igual manera, Rivera y Rodriguez (2010) mencionan que a partir del
CVHonitz S€ obtiene la Showitz Y desde esta el valor de Sﬁorwitz. En el presente
trabajo no se realizo la verificacion de la incertidumbre debido a que en el momento
en que se abordo el tema de la determinacion de la incertidumbre no se contaba
con el tiempo suficiente para realizar un célculo complejo de incertidumbre, el cual
requeria contemplar todas las fuentes de error asociadas al analisis.

De modo que para calcular un valor de referencia de incertidumbre
expandida se utilizo el dato Somwitz Obtenido en el estudio interlaboratorial en el cual
participo el ICAFE y que fue realizado por FAPAS. En dicho estudio obtuvieron un

Shorwitz = 1,22 (FAPAS, 2018). Posteriormente, se calcul6 la varianza de Horwitz

(Sﬁorwitz) al elevar el dicho valor Snomitz al cuadrado y posteriormente el Sﬁorwitz
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obtenido se sustituyé en la ecuacion de calculo de incertidumbre expandida

expresada en la Ecuacion 8.

Ecuacién 7. Ecuacién para el calculo del coeficiente de variacion de Horwitz
(Duffau et al., 2010).
CV, = 2(1-0510g )
Donde:
CVn= Coeficiente de variacion de Horwitz.

C = Concentracioén del analito expresado en potencia de 10.

Ecuacidn 8. Ecuacién empleada para el calculo de la incertidumbre expandida con

un 95% de confianza del método de analisis de ocratoxina A en café verde mediante

la técnica de HPLC con deteccion de Fluorescencia (Rivera y Rodriguez, 2010).
U'método = S%-Iortwitz * 2

Donde:

U’: incertidumbre expandida.

SZortwitz. Varianza de Horwitz.
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4. Resultados

4.1. Resultados de la optimizacidén de las condiciones analiticas del proceso
de extracciéon y purificacion de ocratoxina A para su determinacién en café

verde a partir de las condiciones existentes en el laboratorio quimico del ICAFE

4.1.1. Resultados de la prueba del efecto de la matriz de café verde en el

andlisis de ocratoxina A por HLPC

Para la prueba del efecto de la matriz de café verde, al enriquecer tres
muestras con estandar de OTA a una concentracion de 10,2 pg/L tanto de café
verde de mayor calidad, como tres muestras de café verde de menor calidad, se
obtuvieron, segun se observa en el Cuadro 4, para las muestras de café verde de
mayor calidad promedios de la concentracion y de porcentaje de recuperacion de
579 ug/L y 57% respectivamente, encontrandose por debajo del valor de
aceptacion de 60-115% para muestras enriquecidas entre los 10-100 pg/L (Duffau
et al., 2010).

Por otro lado, para las muestras de café verde de menor calidad se obtuvo
un promedio de la concentracion de 6,58 pg/L y un promedio del porcentaje de
recuperacion del 64%. Esto indica que las muestras tienen un porcentaje de

recuperaciéon dentro de dicho rango de aceptacién establecido.
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Cuadro 4
Resultados obtenidos del efecto de la matriz de café verde de menor y mayor

calidad en el andlisis de ocratoxina A mediante HPLC-FLD.

Controles Concentracion® (ug/L) % Recuperacion**
Café verde mayor 5,79 -
calidad

Café verde menor
6,58 64
calidad

Valor aceptado de

recuperacion*** 60-115%

* Concentracion promedio recuperada de ocratoxina A en las muestras enriquecidas
con 10,2 pg/L.

** Porcentaje de recuperacion promedio de ocratoxina A en las muestras
enriquecidas con 10,2 ug/L.

*** En muestras enriquecidas con concentraciones entre los 10-100 pg/L (Duffau et
al., 2010).

4.1.2. Resultados la verificacion de la capacidad de extraccion de las
columnas de inmunoafinidad empleadas en el anélisis de ocratoxina

A en café verde, mediante el método de HPLC-Fluorescencia

En cuanto a los resultados de la prueba de verificacién de la capacidad de
extraccion de columnas de inmunoafinidad empleadas en el andlisis de OTA en café
verde mediante el método de HPLC-fluorescencia, se obtuvo un promedio de
concentracién de 7,10 pg/L y un porcentaje de recuperacion del 58% (con base en
dos réplicas del estandar de 12,2 pg/L). Dicho resultado, se encuentra por debajo
del limite de aceptacion indicado por Duffau et al., (2010) de 60-115% para
muestras enriquecidas entre los 10-100 pg/L. Dichos resultados se muestran en el
Cuadro 5.
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Cuadro 5
Resultados de la prueba de verificacion de la capacidad de extraccion de las

columnas de inmunoafinidad mediante la técnica de HPLC-FLD.

Réplica* Concentracion recuperada (ug/L) % Recuperacion
1 6,80 56
2 7,40 60
Promedio 7,10 58
Valor aceptado de recuperacion** 60-115%

*Réplicas del estandar preparado con una concentracion de 12,2 ug/L.
**En muestras enriquecidas con concentraciones entre los 10-100 pg/L segun
Duffau et al., (2010).

Al comparar los resultados entre los porcentajes de recuperaciones
obtenidas en réplicas enriquecidas 10,2 ug/L y las réplicas del estandar de 12,2
Hg/L (estas Ultimas preparadas segun la seccion 3.2.2 de la metodologia)
empleados para la prueba del estado de las columnas de inmunoafinidad, se
obtuvieron promedios de 60% de recuperacion para las réplicas enriquecidas con
10,2 pg/L y un porcentaje de recuperacion un poco menor del 58% para las réplicas
del estandar de 12,2 pg/L, siendo el promedio del recuperacion de las muestras de
menor calidad un poco mayor que el de las muestras de mayor calidad. Dichos

resultados se encuentran en el Cuadro 6.
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Cuadro 6
Verificacion de la capacidad de extraccion de las columnas de inmunoafinidad

comparando los resultados de porcentajes de recuperacion obtenidos entre réplicas

de enriquecidas de 10,2 ug/L y las réplicas del estandar de 12,2 ug/L.

% Recuperacion de muestras % Recuperacion del

Réplicas enriguecidas con 10,2 pg/L estandar 12,2 pg/L
1 63 56
2 56 60
Promedio 60 58
Valor aceptable
de 60-115%

recuperacion*

*En muestras enriquecidas con concentraciones entre los 10-100 pg/L segun Duffau

et al. (2010).

4.2. Resultados de la optimizacion de las condiciones instrumentales del

HPLC para el analisis de ocratoxina A en café verde.
4.2.1. Resultado de la prueba de idoneidad del sistema cromatogréafico

En lo referente a los resultados de la prueba de idoneidad del sistema
cromatografico el factor de capacidad, el numero de platos tedricos, el factor de
asimetria y el coeficiente de variacién porcentual obtenidos se encuentran dentro
de los valores aceptados segun lo especificado por la Guia de Validacion AEFI

(Aguirre et al., 2001). Los resultados descritos se muestran en el Cuadro 7.
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Cuadro 7
Resultados de la prueba de idoneidad del sistema cromatografico empleada para la
optimizacion de las condiciones instrumentales del cromatdgrafo liquido de alta

resolucion para el analisis de ocratoxina A en café verde.

Parametro Resultado Criterio de

Aceptacion*

Factor de capacidad (k’) 6,19 > 2
Numero de platos 14297 > 2000
teoricos
Factor de asimetria 1,3 0,8-1,5
CV (%) 1,35 <2%

* Criterios de aceptacién tomados de la Guia de Validacion de la AEFI (Aguirre et
al., 2001).

4.3. Resultados de la validacion del método de cuantificacion de ocratoxina
A en café verde de acuerdo con los parametros de desempefio establecidos
por el ente costarricense de acreditacion (ECA)

4.3.1. Resultados de la verificacion de la selectividad del método de
andlisis de ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC

con detecciéon de fluorescencia

En cuanto a la verificacion de la selectividad del método de analisis de OTA
en café verde mediante la técnica de HPLC-fluorescencia, se obtuvieron los tres
cromatogramas mostrados en la Figura 4. El primer cromatograma (A) representa
la medicion del estandar (3,2 ug/L) de OTA. El cromatograma (B) representa la
medicion realizada para el blanco de la matriz de café verde empleada en el analisis.

El cromatograma (C) representa la medicion realizada a una muestra enriquecida
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con OTA de 10,2 ug/L. El resultado de esta verificacion de la selectividad es positivo

para el analisis de OTA en café verde.

T1-OTAA-7,080

A /
O W oo U LN

Soluciones Analizadas
w

TN i

Tiempo de Analisis (min)

Figura 4. Cromatogramas obtenidos para la verificacion de la Selectividad. A.
Cromatograma del estandar de ocratoxina A. B. Cromatograma del blanco de la matriz de

café verde. C. Cromatograma de la muestra de café verde enriquecida.

4.3.2. Resultados de la verificacion de veracidad del método de andlisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC con

deteccion de fluorescencia

Para los resultados de la verificacién de veracidad se obtuvo un porcentaje
de recuperacion relativa promedio de 59%, esto en 10 muestras enriquecidas con
disolucion estandar de OTA a 10,2 ug/L. El resultado obtenido promedio de la
recuperacion relativa es una unidad por debajo del criterio de aceptacién de 60-
115% para muestras enriquecidas entre los 10-100 pg/L (Aguirre et al., 2001).

Dichos resultados se muestran en el Cuadro 8.
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Cuadro 8
Resultados de las recuperaciones relativas de diez muestras enriquecidas (10,2
ug/L) del mismo control de café verde obtenidos para la prueba de veracidad del

método de ocratoxina A mediante HPLC-FLD.

Muestras enriquecidas % Recuperacion relativa
1 59
2 59
3 58
4 61
5 61
6 63
7 56
8 56
9 60
10 59
Promedio 59
Desviacion estandar 2,2
Criterio de aceptacion* 60-115%

*En muestras enriquecidas con concentraciones entre los 10-100 pg/L segun Duffau
et al., (2010).

4.3.3. Resultados de la verificacion de la linealidad, sensibilidad y limites
de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método de analisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC con

deteccion de fluorescencia

En cuanto a la linealidad del método de andlisis de ocratoxina A en café verde,
mediante la técnica de HLPC con deteccion de fluorescencia, se obtuvo un

coeficiente de determinacion de 1. Por otro lado, para los resultados de sensibilidad
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se obtuvo un valor de la pendiente (m) de 34771 y un punto de corte con el eje Y

(b) de 1196. Dichos resultados pueden observarse en la Figura 5.
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200000 RZ=1
100000

0
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Concentracion ocratoxina A (ug/L)

Figura 5. Gréafico del promedio de las Areas contra Concentracion de las tres curvas
de calibracion de ocratoxina A realizadas para la verificacion de la linealidad y
sensibilidad del método de analisis de ocratoxina A en café verde, mediante la
técnica de HLPC-FLD.

Para la prueba de homogeneidad de varianzas realizada en la verificacion de
la linealidad se evaluaron las siguientes hipétesis mediante la prueba de Levene:

Ho = Todas las varianzas de las tres curvas de calibracion analizadas son
semejantes entre si.

Ha = Por lo menos una de las varianzas de las tres curvas de calibraciéon

analizadas es diferente.

En esta prueba de homogeneidad de varianzas se obtuvo que las tres lineas
de las curvas estudiadas en la Figura 6 se sobreponen entre si, lo cual denota que

dichas curvas de calibracion poseen semejanza entre si. Aunado a esto, segun el
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criterio de aceptacion, se rechaza Ho cuando el valor p < a (0,05) (Ramachandran
y Tsokos, 2015). Sin embargo, para la prueba de Levene realizada p valor obtenido
(0,997) > a (0,05). Por tanto, se acepta Ho (las varianzas de las tres curvas

analizadas son semejantes).

Comparaciones mdltiplas
[ I Valor p 04997

Curva 1 [ |
Prueba de Levene
Valor p o997
Curva 2 I I
Curva 3 I
£ £ £ £ £ £ £ £ £ £
S & & & & & & & & &
S 8 § A & & F

Figura 6. Grafico de la prueba de igualdad de varianzas para las tres curvas de
calibracion de ocratoxina A, realizadas en la verificacion de la linealidad y
sensibilidad del método de analisis de Ocratoxina A en café verde mediante la

técnica de HLPC-FLD. Elaboracion propia con Minitap 19.

En cuanto a los resultados de los limites de deteccién (LOD) y cuantificaciéon
(LOQ), los cuales se calcularon con base en los promedios de la respuesta obtenida
en el equipo de diez curvas de calibracién, se obtuvo 0,05 pg/L para el LOD y 0,18

ug/L para el LOQ. Dichos resultados pueden visualizarse en el Cuadro 9.
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Cuadro 9
Resultados obtenidos de limites de deteccion y limite de cuantificacion obtenidos

para la validacion del método de ocratoxina A con HPLC-FLD.

Limite Valor Obtenido (ug/L)
Limite de deteccion (LOD) 0,05
Limite de cuantificacion (LOQ) 0,18

4.3.4. Resultados de la verificacion de precision del método de analisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC con

deteccion de fluorescencia

4.34.1. Resultados de la verificacion de la precision en términos
de la repetibilidad. En cuanto a los resultados de la repetibilidad se obtuvo un
promedio de 5,83 pg/L y un Srde 0,39 y un RSD: (Desviacion estandar relativa
porcentual) de 6,70%, esto al analizar 6 réplicas enriquecidas con estandar de OTA
a 10,2 ug/L. EI RSDr obtenido 5,64 es menor al 20 % especificado por la Comunidad
Europea (RSD:r debe ser = 20%) como criterio exigible a todos los métodos de
andlisis de OTA cuando el rango de concentracion en que se evalla es de 1 a 10
Hg/L (Quezada, 2009). Dichos resultados se encuentran en el Cuadro 10.
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Cuadro 10

Resultados de repetibilidad obtenidos para la prueba precision del método de
ocratoxina A en café verde con HPLC-FLD.

Réplica Concentracion medida
1 6,06
2 5,32
3 5,99
4 6,38
5 5,50
6 5,72
Promedio 5,83
Sk 0,39
RSDp 6,70

Criterio de aceptacion*** RSD: < 20%

* Sy desviacion estandar de la repetibilidad.
** RSDr. Desviacion estandar relativa porcentual.
** Criterio de aceptacion de repetibilidad cuando el rango de concentracion del

analito es de 1 a 10 pg/L segun la Comunidad Europea (Quezada, 2009).

4.3.4.2. Resultados de reproducibilidad obtenidos en el estudio
interlaboratorial realizados por FAPAS. Para conocer un estimado de la
reproducibilidad del método se emplearon como referencia los resultados del
estudio interlaboratorial realizado por FAPAS en el afio 2018. Tal como puede
observarse en la Figura 7, la comparacién de los resultados se realiza mediante los
Z-Scores calculados para cada uno de los 34 laboratorios participantes. En dicha
figura se identifica el rango especificado por FAPAS (2018) de -2 < x <2 dentro del
cual debe encontrarse el 95% de los Z-scores obtenidos. Ademas, el Laboratorio
Quimico del ICAFE es el laboratorio nimero 23, el cual es uno de los tres

laboratorios que obtuvieron resultados de Z-Score fuera del rango ya mencionado.
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Figura 7. Gréfico del estudio de reproducibilidad basado en los Z-Score
pertenecientes a los laboratorios participantes en el estudio interlaboratorial
realizado por FAPAS, donde en el rango de -2 < x <2 debe encontrarse el 95% de

los Z-scores obtenidos para dichos laboratorios (FAPAS, 2018).

4.3.5. Resultado de la verificacion de larobustez del método de andlisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HPLC con
deteccion de fluorescencia

Para la prueba de robustez se realizaron ocho experimentos, los cuales
consistieron en el cambio de cinco variables principales que podian afectar el
desemperio del método (temperatura horno de la columna, fase mévil, velocidad del
flujo, volumen de inyeccion y tiempo de agitacion de la muestra). Se obtuvo que las
diferencias entre las cinco variables al ser comparados con el criterio de aceptacion

(V2 S) no tienen influencia en el método de analisis, lo cual implica que el método

de OTA en café verde mediante HPLC-fluorescencia es robusto ante pequefios

cambios en dichas variables. Los resultados de robustez pueden verificarse en el

Cuadro 11.
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Resultados obtenidos de la verificacién de la robustez realizada para la validacién del método de ocratoxina A en
café verde con HPLC-FLD.

Condicion Variable Resultados Diferencia Criterio de aceptacion Decision
Valor Alto X Valor Bajo x Promedio X Promedio x  A(X-x) A(X-x) <2 S~
Al at 4,55 4,55 0,00 Método
B2 b2 4,61 4,50 0,11 no sensible
c3 c? 4,65 4,46 0,19 A(X-x) < 0,24 a variables
D* d* 4,60 4,50 0,10 estudiadas
E® e° 4,51 4,59 -0,08

* Valor Sr=0,24 obtenido para la precision de los resultados perteneciente a los ocho experimentos realizados.

1: A, a: variables mayor y menor de la temperatura del horno.

2: B, b: variables mayor y menor de fase mavil.

3: C, c: variables mayor y menor de la velocidad del flujo.

4: D, d: variables mayor y menor de volumen de inyeccion.

5: E, e: variables mayor y menor de tiempo de agitacion de la muestra.
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4.3.6. Resultado del célculo de incertidumbre del método de analisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC con
deteccion de fluorescencia

La incertidumbre de la medicién se calculé empleando el coeficiente de
variacion de Hortwitz brindado con base en el ultimo ensayo interlaboratorial
realizado por FAPAS (2018), de modo que se obtuvo una incertidumbre expandida

de la medicion de +3 pg/L a un 95% de confianza (véase Cuadro 12).

Cuadro 12

Resultado de incertidumbre expandida con un 95% de confianza calculada en base
al coeficiente de variacion de Hortwitz, para el método de andlisis de ocratoxina A
en café verde mediante la técnica de HPLC-FLD.

Coeficiente de Factor de cobertura al Incertidumbre
varianza de Horwitz* 95% de confianza expandida de la
medicion
1,48 2 + 3 ug/L

* Coeficiente de variacibn de Hortwitz tomado del ensayo interlaboratorial
realizado por FAPAS (2018).
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5. Discusioén

5.1. Optimizacion de las condiciones analiticas del proceso de extraccion y
purificacion de ocratoxina A para su determinacidon en café verde a partir de las

condiciones existentes en el laboratorio quimico del ICAFE

5.1.1. Prueba efecto de la matriz de café verde en el analisis de ocratoxina
A por HLPC

De acuerdo con los resultados obtenidos en el Cuadro 4, y partiendo de que
las muestras fueron enriquecidas con una concentracion de 10,2 pg/L, el café verde
control de menor calidad presenta una concentracion recuperada de 6,58 pg/L, y
que el café verde control de mayor calidad una concentracion de 5,79 pg/L.

Esto representa en promedio de recuperacion de un 64% y un 57% para el
café verde de mayor y menor calidad, respectivamente. Lo anterior denota que no
hay gran diferencia en el efecto de las calidades de las muestras, es decir, si una
muestra contiene granos mas uniformes o limpios que otra, esto no representa un
factor determinante que altere las recuperaciones obtenidas a través del método de

analisis de OTA mediante HPLC-Fluorescencia.

5.1.2.  Verificacion de la capacidad de extraccién de las columnas de
inmunoafinidad empleadas en el analisis de ocratoxina A en café

verde, mediante el método de HPLC-fluorescencia

Con respecto al resultado de la verificacion de columnas de inmunoafinidad
empleadas en el analisis de OTA en café verde mediante el método de HPLC-
fluorescencia, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de OTA de (Cuadro 5). Se
concluye que dicho resultado no cumple con el criterio de aceptacion, el cual
deberia estar para concentraciones de 10 ug/L de 60-115% (Duffau et al., 2010).
Las recuperaciones de las columnas de inmunoafinidad estan por debajo del limite

inferior, de modo que las bajas recuperaciones obtenidas pueden estar muy
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relacionadas con el proceso de extraccion dentro de las columnas inmunoafinidad
empleadas.

En el Cuadro 6 se realiza una comparacion del promedio de recuperacion de
la prueba (Cuadro 5), con promedio de recuperacion del estandar de 12,2 ug/L. Con
esto se observa que no existe diferencia entre ambos promedios.

Existe gran diferencia entre la preparacion de una muestra enriquecida y de
un estandar. El estandar, una vez elaborado, se eluye en la columna de
inmunoafinidad, contrario a la muestra enriquecida que tiene un tratamiento de
extraccion de OTA previo. De modo tal que el problema de las bajas recuperaciones
obtenidas radicaria en la extraccion de OTA en las columnas de afinidad, lo cual
puede deberse a que el laboratorio no cuenta con un colector de vacio (manifold),
el cual permite ademas del procesamiento de varias muestras de forma simultanea,
un control adecuado de la velocidad del flujo del sistema de vacio.

El control de dicha velocidad de goteo podria ser factor determinante para
obtener buenas recuperaciones al emplear las columnas de inmunoafinidad para
ocratoxina A, dado que Trilogy Analytical Laboratory (2010) especifica en su
procedimiento conservar el goteo a 1-2 gotas/segundo. Ademas, Naegele (2014)
indica que no debe excederse una velocidad de flujo de 5 mL/min del sistema de
vacio y, a su vez, La Pera et al. (2008), en su investigacion, emplearon un flujo de

3 mL/min.

5.2. Optimizacion las condiciones instrumentales del HPLC para el analisis

de ocratoxina A en café verde

5.2.1. Pruebade idoneidad del sistema cromatogréfico

Como puede apreciarse en el Cuadro 7, para la prueba de idoneidad del
sistema cromatografico se obtuvo un factor de capacidad (k’) de 6,19, lo cual se
encuentra acorde a lo especificado por la Guia de Validacion AEFI. Esta guia

recomienda una Optima resolucion con valores mayores a 2 (Aguirre et al., 2001).
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Del mismo modo, Morantes et al., (2010) obtuvieron valores mayores a 2 para el
factor de capacidad (2,11 y 3,32) de los dos analitos examinados en su trabajo.

En cuanto al numero de platos tedricos obtenido de 14297, cumple con el
valor recomendado por la Guia de Validacion AEFI, el cual implica que debe ser
mayor a los 2000 platos tedricos (Aguirre et al., 2001). Partiendo del hecho de que
la cromatografia sera tanto mejor cuanto mas puedan separarse los componentes
de una mezcla (Gonzalez, 2010), se deduce a partir del alto nUmero de platos
tedricos obtenido que la columna empleada para el analisis de OTA en café verde
mediante HPLC-FLD en el Laboratorio Quimico del ICAFE asegura una alta eficacia
de separacion y, por ende, es ¢ptima para ser empleada en dicho andlisis.

Otros trabajos como el de Martinez et al. (2018), sefiala que obtuvieron un
valor de 10512; de igual modo, Sanabria et al. (2017) lograron un valor de 7725,
siendo ambos valores mayores al igual que el alcanzado en el presente estudio
mayores a los 2000 platos tedricos.

Por otro lado, el factor de asimetria obtenido de 1,3 se encuentra entre los
valores aceptados de 0,8-1,5 dados por la Guia de Validacion AEFI (Aguirre et al.,
2001). Dicho resultado evidencia que el pico cromatogréfico de la OTA obtenido es
simétrico, es decir, posee semejanza con una curva Gaussiana (Legaz et al., 2011),
por lo cual se demuestra que se ven minimizadas las impresiones en la deteccion
del inicio y del final del pico cromatografico de la OTA por parte de la integracién
empleada por el equipo de HPLC (Aguirre et al.,, 2001), lo cual permite la
cuantificacion precisa del area bajo la curva del pico cromatografico. Aunado a esto,
en otros estudios se han obtenido valores similares y acordes con el valor aceptado
expuesto, de modo que Ruiz (2019) obtuvo un factor de asimetria de 1,04 y Martinez
et al. (2018) uno de 1,22.

Asi las cosas, en cuanto a la precision durante prueba de idoneidad se
obtuvo un coeficiente de variacién de 1,35%. Segun Aguirre et al. (2001), la USP
24 establece como criterio de aceptacion un coeficiente de variacion igual o menor
al 2% con el que se acepta la precision de la prueba idoneidad realizada al sistema
HPLC para el andlisis de OTA en café verde optimizado en el presente trabajo.

Ademas, trabajos donde se obtuvieron también resultados menores al 2% son los
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realizados por Ruiz (2019), quien obtuvo un valor de 0,32, mientras que Bustillo et
al. (2014) alcanzaron un valor de 0,35.

El hecho de que los parametros de la prueba de idoneidad hayan cumplido
con los especificados indica que las condiciones instrumentales del analisis de OTA
en café verde mediante la técnica de HPLC-FLD son 6ptimas, por lo cual se tiene
la certeza de que dicha técnica es ideal para la cuantificacion de OTA mediante el

método optimizado.

5.3. Validacién del método de cuantificacion de ocratoxina A en café verde
de acuerdo con los parametros de desempefio establecidos por el ente

costarricense de acreditacion (ECA)

5.3.1. Verificacion de la selectividad del método de analisis de ocratoxina
A en café verde, mediante la técnica de HLPC con deteccion de

fluorescencia

De acuerdo con la verificacion de la selectividad del método de analisis de
OTA en café verde, mediante la técnica de HPLC-fluorescencia, se obtuvieron los
tres cromatogramas mostrados en la Figura 4. Asi, el cromatograma A pertenece al
estandar 3 de la curva de calibracion de OTA, que tiene una concentracion de 3,2
Hg/L. En este se observa que el sistema tiene la capacidad de detectar OTA debido
a la presencia de un solo pico cromatografico, esto demuestra que no hay presencia
de otras sefiales que puedan interferir en la determinacion de OTA. Ademas, en el
cromatograma B, que pertenece al blanco de la matriz de café verde, se evidencia
la ausencia de sefial relacionada a la OTA, lo cual es esperable por tratarse de la
medicion de un blanco. Aunado a esto, en el cromatograma C que pertenece a una
muestra enriquecida de OTA a 10.2 pg/L, se ve claramente la respuesta equipo ante
dicha concentracion. Por tanto, se demuestra que el método empleado es selectivo
y esté capacitado para cualificar y cuantificar al analito en cuestién (OTA) (Duffau
et al., 2010).
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5.3.2. Verificacion de veracidad del método de analisis de ocratoxina A en
café verde, mediante la técnica de HLPC con detecciéon de

fluorescencia

Para confirmar la veracidad del método de andlisis se obtuvo un porcentaje
de recuperacion promedio de 59% al analizar 10 muestras enriquecidas con
disolucién estandar de OTA a 10,2 ug/L. Segun Duffau et al. (2010), con una
concentracion de 10 pg/L deben obtenerse recuperaciones entre 60 a 115%. Dicho
rango de recuperacion es bastante amplio y, sin embargo, el valor obtenido (59%)
se encuentra justo en el limite inferior. Lo cual permite afirmar que el rendimiento
del método analitico en cuanto a su proceso de extraccion y la cantidad de OTA
encontrada en las muestras enriquecidas se encuentra en el limite de la
especificacion y, por ende, no es del todo 6ptimo (Duffau et al., 2010). Esto ultimo
se ve afianzado con los resultados discutidos en la seccion 5.1.2, donde se
evidencio que el método presenta problemas para recuperar la OTA.

Del mismo modo, el porcentaje de recuperacion obtenido de 59% es bajo al
compararse con estudios de validaciones similares, tal es el caso de Milla (2022),
quien realizé una validacion a un método de andlisis de OTA en café mediante el
método HPLC-Fluorescencia y obtuvo una concentracion de 10,0 pg/L y un
porcentaje de recuperacion de 74,94. También, Vallejos (2006), empleando el
mismo método y la misma concentracion de muestra enriquecida, alcanz6é un

porcentaje de recuperacion del 74%.

5.3.3.  Verificacion de la linealidad, sensibilidad y limites de deteccidn
(LOD) y cuantificacién (LOQ) del método de analisis de ocratoxina A
en café verde, mediante la técnica de HLPC con deteccion de

fluorescencia

En lo que respecta a la verificacion de la linealidad del método de analisis de
ocratoxina A en café verde, mediante la técnica de HLPC, el coeficiente de

determinacion obtenido es de 1. Segun el criterio establecido, el coeficiente de
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determinacion (r?) debe ser mayor o igual a 0,999 (cercano a 1). De hecho, el
resultado de coeficiente de determinacion obtenido (1) es similar al de 0,999
obtenido tanto por Milla (2022) como por Alves (2004) en sus respectivos estudios.

Ademas, a través de la prueba de Levene se determind que las tres lineas
de las curvas estudiadas se sobreponen entre si, y al comparar el valor p (0,997),
el cual es mayor al nivel de significancia empleado de 0,05, se concluye que no hay
evidencia estadistica significativa para rechazar Ho, por tanto, se acepta que las tres
curvas son semejantes entre si. Esto sumado al resultado del coeficiente de
determinacion obtenido demuestra que el método de analisis empleado posee una
Optima linealidad, es decir, que posee la capacidad de dar una respuesta
proporcional a la cantidad de OTA analizada dentro de un intervalo definido (curva
de calibracion) (Duffau et al., 2010).

A propésito de la sensibilidad del método, al analizar el gréfico en la Figura
5, este posee una pendiente de la recta (m) de 34771, y tomando lo indicado por
Castro et al. (2020) de que cuanto mas proxima al eje X sea la recta, la medida de
la inclinaciéon (m) ser4 mayor y se deduce que la pendiente (m) obtenida es alta y,
por ende, el método posee una excelente respuesta analitica para la ocratoxina A.
A su vez, esto se traduce en menores variaciones en los resultados pertenecientes
a grandes cambios en las concentraciones esperadas de OTA (Duffau et al., 2010).

Para los limites de deteccién y cuantificacion tabulados en el Cuadro 9, se
determiné un LOD de 0,05 pg/L y LOQ de 0,18 ug/L. Dichos valores son muy
importantes para el laboratorio en cuestion, debido a que 0,05 pg/L representa la
menor cantidad del OTA que el método de analisis empleado puede detectar sin
problemas (Huber, 2010), y 0,18 pg/L. Asi pues, representa el minimo del analito
que puede ser cuantificado con un desempefio aceptable mediante dicho método
(Magnusson y Ornemark, 2014). Dichos limites de deteccién obtenidos en el
presente estudio son similares a los obtenidos por Vecchio et al. (2012) en Italia
usando la misma técnica de analisis de HPLC-Fluorescencia con un limite de

deteccién de 0,05 pg/L y un limite de cuantificacion de 0,2 ug/L.
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5.3.4. Verificacion de precisién del método de analisis de ocratoxina A en
café verde, mediante la técnica de HLPC con deteccion de

fluorescencia

5.3.4.1. Verificacion de la precision en términos de la repetibilidad.
Para la verificacion de la precision en términos de repetibilidad, tal y como puede
apreciarse en el Cuadro 10, se obtuvo una desviacién estandar relativa (RSDr) de
6,70% al analizar 6 réplicas enriquecidas con una concentracion de 10,2 ug/L.
Segun la especificacion dada por la CE (Comunidad Europea) para los métodos de
OTA en concentraciones de 1 a 10 pg/L, el valor de RSDr debe ser menor o igual al
20% (Quezada, 2009). Por lo anterior, se determina que el método estudiado en
cuestion es repetible. Similar al resultado de RSDr obtenido en la presente practica
dirigida, Quezada (2009) obtuvo un RSDr de 5,04 al evaluar una concentracion de
OTA de 2,66 pg/L.

5.3.4.2. Verificacion de la recisibn en términos de la
reproducibilidad. No se realizé una prueba capaz de medir la precision intermedia
debido a la pandemia del COVID-19, pues en el primer semestre del 2021 el ICAFE
no estaba recibiendo pasantes de forma presencial, lo cual ocasion6 que la
presente practica dirigida solo pudiera llevarse a cabo durante un semestre y el
consumo de insumos fuera limitado para realizar esta prueba.

Ahora bien, antes de la pandemia, el laboratorio quimico del ICAFE participd
en el interlaboratorial de FAPAS en el 2018 (es importante resaltar que debido al
COVID 19 no ha vuelto participar en estas comparaciones). Los resultados de este
estudio se tomaron solo como referencia para el calculo de la reproducibilidad en
esta practica dirigida.

En lo que se refiere a los resultados de reproducibilidad de la prueba
interlaboratorial de FAPAS, se basaron en la medicion del Z-Score (véase seccion
3.4.3, Ecuacion 4) para cada uno de los 34 laboratorios participantes. FAPAS (2018),
en su informe de ensayo interlaboratorial, sefiala que en circunstancias normales

un 95% de los Z-Score deben caer dentro del rango de -2 <z < 2 y apunta que la
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importancia de que existan resultados que se salgan de ese solo puede ser decidido
al ser considerarlos en el contexto de los resultados de los demas laboratorios.
Los resultados obtenidos por FAPAS se encuentran representados mediante
el grafico de barras de la Figura 7, el laboratorio quimico del Icafe es el laboratorio
23, el cual se observa menor a -2 y, por tanto, se sale del rango contemplado por
FAPAS. Ademas, tomando en cuenta los resultados de los demas laboratorios, solo
tres de ellos estuvieron fuera de rango (19, 23 y 24), lo cual deja ver que estos tres
resultados son distintos a los demas, por esta razon se comprueba que el método
de Analisis de OTA en café verde, mediante HPLC-fluorescencia empleado por el
ICAFE en dicho ensayo interlaboratorial no fue preciso en términos de

reproducibilidad.

5.3.5.  Verificaciéon de larobustez del método de andlisis de ocratoxina A en
café verde, mediante la técnica de HLPC con deteccion de
fluorescencia

La verificacion de la robustez del método, segin se muestran los resultados
en el Cuadro 11, al analizar los cambios inducidos por cinco variables (temperatura
horno de la columna, fase movil, velocidad del flujo, volumen de inyeccion y tiempo
de agitacion de la muestra) se obtuvo que dichos cambios no afectan el desempefio
del método de analisis de OTA en café verde mediante HPLC-fluorescencia, de
modo que el método resulté ser robusto ante estos. El hecho de que el método de
analisis de OTA en café verde mediante HPLC-fluorescencia implementado sea
robusto ante variaciones pequefas, pero deliberadas de las variables estudiadas,
tal como indican Duffau et al. (2010), confirma su fiabilidad obtener resultados
confiables en cuanto a robustez en el Laboratorio Quimico del ICAFE.

5.3.6. Incertidumbre del método de andlisis de ocratoxina A en café verde,
mediante la técnica de HLPC con deteccién de fluorescencia

La incertidumbre de la mediciéon no se calcul6 debido a que en el momento

en el que se dispuso a realizar la verificacion de esta no se contaba con el tiempo

suficiente para hacer un calculo complejo de incertidumbre que contemplara todas
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las fuentes de error asociadas al analisis. Es asi como se calcul6 una incertidumbre
de referencia, empleando el valor Swowiz de Hortwitz brindado en un ensayo
interlaboratorial realizado por FAPAS (2018), en el cual participé el laboratorio
quimico del ICAFE. Entonces, al calcular la incertidumbre expandida de la forma
mencionada, se obtuvo un valor de 3 pg/L a un 95% de confianza (consultar
Cuadro 12). Dicho valor obtenido es util para conocer, mediante una buena
aproximacion, la incertidumbre expandida del método de andlisis debido a que el
método no ha sido alterado desde que se realizd el ensayo interlaboratorial de
FAPAS en el 2018 y la pandemia por COVID-19 impidi6é la participacion en mas

ensayos interlaboratoriales.
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6. Conclusiones

o Las condiciones analiticas del proceso de extraccion y purificacion del
método de OTA para su determinacién en café verde a partir de las condiciones
existentes en el Laboratorio Quimico del ICAFE no pudieron ser optimizadas, dado
que las recuperaciones de OTA aun después de realizar pruebas siguieron siendo
bajas; sin embargo, a partir de las pruebas se determind que la calidad del café
utilizado no influye en la medicién y que es probable que el problema de las bajas
recuperaciones se localice en la etapa de extraccion de la OTA dentro de las
columnas de inmunoafinidad porque no existe un adecuado control del flujo del
sistema de presion empleado.

o En cuanto a la optimizacién de las condiciones instrumentales del HPLC para
el analisis de ocratoxina A en café verde, al realizar la prueba de idoneidad del
sistema se encontrd que este es ideal para llevar a cabo el analisis, por tanto, se
considera que el sistema cromatogréafico se encuentra optimizado.

o De acuerdo con las pruebas de validacion realizadas tomando en cuenta los
parametros de desempefio establecidos por el Ente Costarricense de Acreditacion
(ECA) para el método de cuantificacion de OTA en café verde, mediante la técnica
de HPLC-FLD, se evidencia que la veracidad del método no es 6ptima debido a las
bajas concentraciones recuperadas de OTA. Sin embargo, este método es selectivo,
sensible y preciso en términos de repetibilidad, pero no en términos de
reproducibilidad. Asi mismo, el método se considera robusto y cuenta con un LOD

y LOQ de 0,05y 0,18 ug/L, respectivamente.
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7. Recomendaciones

o Se aconseja adquirir el equipo de extraccion de vacio adecuado para la
remocioén de ocratoxina A: colector de vacio (manifold), el cual permite procesar
varias muestras a la vez y podria controlar de forma 6ptima la velocidad de flujo del
sistema de vacio a través de la columna de inmunoafinidad, para mejorar
considerablemente las recuperaciones de OTA.

o Una vez obtenido el equipo de extraccion de vacio, se recomienda realizar
nuevamente la prueba de recuperacion a las columnas de inmunoafinidad de OTA
por triplicado.

o Se recomienda volver a aplicar la prueba de veracidad cuando se haya
adquirido el equipo de extraccibn de vacio adecuado para la extraccion de
ocratoxina A: colector de vacio (manifold),

o Se recomienda realizar una prueba de precision intermedia que implique la
realizacién del ensayo con diferentes analistas y en diferentes dias para evaluar
adecuadamente y a nivel interno la precision del método de analisis.

o Se recomienda verificar la incertidumbre del método de anélisis de OTA en
café verde mediante HPLC-FLD, ya sea de forma manual considerando las fuentes
del error (a partir de un diagrama de cola de pescado) o mediante el valor de la
desviacidon estdndar de Horwitz obtenido en un nuevo estudio interlaboratorial.

o Debido a que ha pasado mucho tiempo desde el estudio interlaboratorial
(realizado en el 2018), se recomienda participar de nuevo en estudios
interlaboratoriales cuando el laboratorio quimico haya validado los parametros de
desempenio de veracidad, precision intermedia e incertidumbre del método de OTA

en café verde.
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Anexos

Anexo 1
Resultados de la prueba del efecto de la matriz de café verde en el andlisis de
ocratoxina A por HLPC.

Controles Concentracion (ug/L) %Recuperacion
Café mayor calidad 6,064 59,450
5,323 52,19
5,992 58,75
Café menor calidad 6,690 65,59
6,187 60,66
6,856 67,21
Anexo 2

Célculo del factor de capacidad (k’): en base a Ecuacion 1 dada por Aguirre et al,
(2001).

kr _ t‘r‘_tO
to

Donde:
to: tiempo en que el compuesto no retenido pasa por el interior del sistema.

tr: tiempo de retencion del compuesto considerado.

tr: 6,513 min

to: 0,906 min

6,513-0,906

k' = = 6,19
0,906
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Resultados de las areas de los picos cromatograficos correspondientes a seis

lecturas del estandar 3 de la curva de calibracidn de la ocratoxina A empleados para

verificacion de la precision de la idoneidad del sistema cromatografico.

Medicion del estandar Area
OTASTD 3 83663,66667
OTASTD 3 83614,95667
OTA STD 3 82258,86333
OTA STD 3 83698,07333
OTASTD 3 80962,76333
OTASTD 3 83552,395

Promedio 82958,45306
DE 1122,526763
%C.V. 1,353119208
Anexo 4
1. Linealidad

1.1. Regresion del promedio de las tres curvas de calibracion

Estadisticas de la regresion

R Multiple

R Cuadrado

R Cuadrado Ajustado
Error estandar
Observaciones

0,999998
0,999995
0,999994
810,5364

6

ANOVA
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Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F Fsig
Regresi 82209 8,88E-
on 1 5,40093E+11 54E+11 7,3 12
Total 5 5,40095E+11
Coeficientes Error estandar t Stat P-value
2,5955
Intercepto -1196,38 460,9324754 5 0,06033
906,69
Variable X 34770,98 38,34911598 58 8,88E-12

1.2. Areas y concentraciones de los estandares de OTA para las tres

curvas de calibracion analizadas.

Areas  Areas Areas  Area Promedio Estandares (ug/L)

Curval Curva?2 Curva3

27531 26302 27199 27011 0,797
55033 53159 55393 54528 1,594
111542 106448 112120 110037 3,188
222276 213106 223825 219735 6,375
443313 428806 451008 441043 12,750
890867 862093 905371 886110 25,500

Mediana 166909 159777 167972

1.3. Diferencias obtenidas para la prueba de Levene: corresponden al
valor absoluto de la diferencia entre cada dato de cada grupo menos

la mediana del mismo grupo.



76

Curval Curva 2 Curva 3
139377 133474 140774
111876 106618 112579
55367 53329 55852
55367 53329 55852
276405 269029 283036
723959 702316 737399

1.4. ANOVA de un factor realizado para la prueba de Levene

Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los F Valor p F crit
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre los grupos 390895390,9 2 195447695,5 0,002982861 0,997022175 3,68232034
Dentro de los grupos 9,82854E+11 15 65523575487
Total 9,83245E+11 17

1.5. Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones

estandar (Elaborado con Minitab 19)

Muestra N Desv.Est. IC

Curva l 6 330170 (56127,7; 3231624)
Curva 2 6 319804 (53982,1; 3152401)
Curva 3 6 336014 (56882,2; 3302642)

Nivel de confianza individual = 98,3333%

1.6. Pruebas (Elaborado con Minitap 19)

Estadistica

Método de prueba Valor p
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Comparaciones multiples — 0,997
Levene 0,00 0,997
Anexo 5

Célculo de la desviacion estandar relativa de la repetibilidad en base a Ecuacion 3
(Quezada, 2009).

S
RSD, = (%) ¥ 100

0,39
RSD, = (ﬁ) 100 = 6,70 %

Anexo 6
1. Célculo del LOD y LOQ

1.1. Curvas medidas para la determinacion de LOD y LOQ

Areas Medidas

Cn*
*(H Prom
p* g/L) C*1 C2 €3 C4 C5 €6 C7 C8 (C9 C10 edio

203

0,79 18,6 2258 2388 2258 1833 2630 2753 2335 2719 2444 2365

P1 7 9 7,53 911 7,53 53 242 1,2 1,62 891 09 4,33
430

1,59 30,5 4654 4871 4654 3696 5315 5503 4549 5539 4832 4791

P2 4 6 3,18 03 3,18 0,15 8,78 299 0,37 3,38 4,24 8,71
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886

3,18 89,9

P3 8 1
175

6,37 634,

P4 5 4
378

12,7 466,

P5 5 1
731

901,

P6 25,5 9

9285
9,52

1885
26,5

3789
80,3

7633
76,2

9762
0,73

2023
30,7

4047
48,5

7898
85,4

9285
9,52

1885
26,5

3789
80,3

7633
76,2

7293
5,55

1449
21,4

2903
84,1

5837
94,8

1064
47,7

2131
05,9

4288
06,1

8620
92,8

1115
41,6

2222
75,6

4433
13,3

8908
67,2

9261
8,94

1827
13,1

3705
12,8

7401
29,4

1121
20,3

2238
24,6

4510
08,2

9053
71,4

9614
4,01

1965
87,5

3980
86

7929
65,9

9638
3,78

1938
44,6

3923
28,6

7823
76,1

*Doénde C significa curva y P representa cada éstandar.

** Concentracion.
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1.2. Hoja de calculo del ICAFE para la validacion de curvas de calibracion empleada
para el calculo de los limites de deteccion (LOD) y cuantificaciéon (LOQ) para la

validacion del analisis de ocratoxina A en café verde mediante HPLC-Fluorescencia.

Datos para la curva de calibracion

Concentracion Curva de calibracion de Ocratoxina A
raltkg
25,5500 152316,1198 800000
12,7750 332328,5945 wg 7 |
6,3675 193844,6155 800000 Z
31938 96383,7730 500000 7 2
15363 4T913,1135 400000 —
07384 236543265 300000 —
200000 =
100000 ——
0 At N 4
0 10 20 30
Iv - :mc:t:-.'n';”; l|ts.uuu
Datos procesados
Pendiente {m) 30654 353833
Intercepto (b 1165829584
.. 44548
%, (542a) 966,2857 Parametros de desempeio de la curva
y promedio: 256054 353 Parimetro Valor
| Nimero de pares [x, p): 3 Cocficiente de corrslacion [rk: 1,00000
St 4,2228E11 Cocficiente de determinacion(r’): 0,9933%1
¥ 13761679,16 Limite de deteccion (patkg ) 0,05
Sy 366,2857 Limite de cuantificacién (patkq ): 0,18
%e 456281130 Senzibilidad: 30654,95330
g 543,436

1.3. Pardmetros de desempefio de la curva obtenidos de la hoja de calculo del
ICAFE para la validacion de curvas de calibracion.

Limite Valor Obtenido
Limite de deteccion LOD (ug/L): 0,05
Limite de cuantificacién LOQ (pg/L): 0,18
Intercepto (b) 30685

Pendiente (m) -1166
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1.4. Curva de Calibracion.

Curva de Calibracidon Ocratoxina A
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500000 '
400000 c
300000 Area = 30685 Cn- 1166
200000 o RE=1
100000 o

o (o¥

0 5 10 15 20 25 30

Area

Concentracioén (ug/L)

Anexo 7
Bomba de presién positiva empleada para eluir la muestra a través de la columna

de inmunoafinidad.

\
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Anexo 8

Factor de dilucion empleado para el calculo de la concentracién recuperada de

ocratoxina A para la verificacion de la capacidad de extraccion de columnas de
inmunoafinidad.

Cng = G, *

OV

Dénde:
Cnr: Concentracion recuperada

Cm: Concentracién obtenida al interpolar la curva de calibracion.

Anexo 9

1. Incertidumbre.

1.1. Célculo varianza de Horwitz:

Si Shomitz = 1,22, entonces de S, itz = 1,222 = 1,48.

1.2. Célculo de la incertidumbre expandida de referencia con un 95% de
confianza para método de andlisis de OTA en café verde mediante la técnica
de HPLC con deteccion de Fluorescencia, empleado en el ICAFE.

U' método = 1,49 2 = 2,98 ~ + 3 ppb





