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En anteriores articulos de esta serie hemos visto la importancia que tiene
calcular la incertidumbre asociada a cualquier resultado analitico [Maroto 2001]
asi como las diversas estrategias existentes para calcular la incertidumbre
[Maroto 2002]. Una de ellas consiste en calcularla de forma global, es decir,
agrupando términos de incertidumbre siempre que sea posible, y utilizando la
informacién que se genera durante el proceso de validacion del método
analitico [Maroto 1999]. La ventaja de esta aproximacion es que requiere poco
trabajo adicional puesto que los métodos siempre deben validarse antes de
aplicarlos al andlisis de muestras de rutina. En este articulo se explica como
aplicar esta aproximacién para calcular la incertidumbre en la determinacion de
clembuterol en higado mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

1. Determinacion de clembuterol en higado mediante HPLC

El consumo de carne de animales tratados con elevadas cantidades de
clembuterol puede comportar la aparicion de efectos graves en el consumidor,
como alteraciones de tiroides, palpitaciones, insomnio, espasmos musculares,
aumento de la presidn sanguinea, etc. Por este motivo, la comunidad europea
ha establecido un limite maximo de clembuterol de 0.1 pug/Kg en muasculo, de
0.5 pg/Kg en higado y rifién, y de 0.05 pg/L en leche. El uso del clembuterol
administrado como farmaco de forma terapéutica y bajo prescripcion veterinaria
comporta un riesgo minimo para el consumidor. Sin embargo, el uso ilegal del
clembuterol en animales como anabolizante para aumentar la cantidad de
muasculo puede dar lugar a graves intoxicaciones. Los graves efectos del
clembuterol han hecho que sea muy importante determinar su contenido en
carnes y, especialmente, en higado ya que es donde se encuentran las
mayores concentraciones. La Figura 1 muestra las etapas del método analitico
para determinar clembuterol en higado.
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Figura 1. Etapas del método analitico para determinar clembuterol en
higado por andlisis cromatografico.

En primer lugar, se deben triturar y homogeneizar 10 g de higado después de
haber eliminado las partes visibles de grasa. Una vez homogeneizada, la
muestra se centrifuga y se realiza una extraccion en fase soélida del
sobrenadante con un cartucho C18. El clembuterol retenido en el cartucho se
eluye con metanol. Después, deben realizarse diversas extracciones con
tercbutilmetiléter, evaporar a sequedad la fase organica y disolver el residuo en
acido clorhidrico 0.01 M. Finalmente, se determina el clembuterol del extracto
mediante HPLC. La concentracion final de clembuterol en higado (expresada
en nug/Kg) se calcula como:

C hom [1]

clembuterol —

donde chpLc €s la concentracion del extracto analizado por HPLC (en pg/L), Vex
es el volumen final del extracto (en L), R es la recuperacion del proceso de
extraccion, Mnigado €S la Mmasa de higado analizada (en Kg), Fnom €s el factor
debido a la heterogeneidad de la muestra. A efectos practicos, se asume que
Frhom €S igual a uno y por tanto no contribuye al resultado final. No obstante,
From tiene una incertidumbre asociada que si contribuye a la incertidumbre final
de los resultados.



2. Verificacion de la trazabilidad de los resultados

La trazabilidad del contenido en clembuterol puede verificarse utilizando un
material de referencia certificado (CRM) [BCR 2000]. En este ejemplo se utilizd
un CRM cuya concentraciéon certificada de clembuterol en higado liofilizado y
homogeneizado era 1.21 + 0.11 pg/Kg. Ademas, en el certificado del CRM se
disponia de la informacibn de que la incertidumbre se habia calculado
utilizando un factor de cobertura de k = 2.2.

El CRM se analizé diez veces en el laboratorio en condiciones intermedias
siguiendo el protocolo del método analitico. Es decir, el CRM se analiz6 en
diferentes series y variando los equipos y los analistas. Los resultados
obtenidos (expresados en pug/Kg de clembuterol) se muestran en la Tabla 1:

Analisis Resultado

1 1.21

2 1.28

3 1.32

4 1.34

5 1.36

6 1.19

7 1.25

8 1.30

9 1.26

10 1.22
Media 1.27
Desviacion estandar 0.057

Tabla 1. Resultados del analisis del CRM

La desviacion estandar de los resultados corresponde a la precisidon intermedia
del método ya que el CRM se analizé en condiciones intermedias.

La trazabilidad del método se verific6 mediante un test t-Student:

t = |XCRM B Xmétodo| — |125 - 127|
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Donde X, €s la concentracion certificada de clembuterol, Ucgrm €s la

incertidumbre asociada a dicha concentracion y n es el nUmero de veces que
se analiz6 el CRM con el método analitico (en este caso, n=10). El valor de t
calculado, t.5, debe compararse con el valor de t tabulado de dos colas para (n-



1) = 9 grados de libertad y un nivel de significacion a (en este ejemplo a = 5%).
El valor de t tabulado es 2.26; por tanto, los resultados proporcionados por el
meétodo son trazables al valor certificado del CRM ya que el valor de t tabulado
es mayor que el valor det calculado.

Una vez verificada la trazabilidad al CRM, se puede trasladar dicha trazabilidad
a los resultados obtenidos al analizar las muestras de rutina de higado. Para
ello, es necesario que las muestras de rutina sean similares al CRM utilizado
en términos de concentracion y de matriz. Ademas, es necesario que el método
esté bajo condiciones de aseguramiento de la calidad para poder asegurar a lo
largo del tiempo que los resultados siguen siendo trazables.

3. Célculo de laincertidumbre de los resultados
Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Para calcular la incertidumbre de los resultados es necesario identificar todas
las fuentes de incertidumbre de los términos de la expresion utilizada para
calcular la concentracion de clembuterol (Ec. 1). En concreto, las fuentes de
incertidumbre de la concentracion del extracto analizado, cypLc, Son debidas al
proceso de extraccidn, a la recta de calibrado con patrones de clembuterol y al
analisis cromatografico (es decir, a la inyeccion del extracto, al area obtenida y
a la calibracién del cromatografo). La incertidumbre del volumen de extracto
analizado, Ve, depende de la tolerancia y de la precision del material
volumétrico utilizado. La incertidumbre de la recuperacion del proceso de
extraccion depende del analisis cromatografico, de los pretratamientos
realizados para extraer el clembuterol en la muestra enriquecida y en la
muestra sin enriquecer y de la cantidad de patron adicionada. Las fuentes de
incertidumbre de la masa de higado analizada, mpigado, dependen de la
precision y la calibracién de la balanza. Por ultimo, la incertidumbre del factor
Frhom €S debida a los procesos de homogeneizacién de la muestra (eliminacién
de partes visibles de grasa y trituracion).

Como vemos, existen muchas contribuciones a la incertidumbre del resultado
final y el célculo individual de cada una de ellas siguiendo el procedimiento
“bottom-up” propuesto por la ISO [Maroto, 2002] resultaria ciertamente
complejo. Sin embargo, es posible agrupar términos y calcular la incertidumbre
de forma global, aprovechando la informacion que se ha generado durante el
proceso de verificacion de la trazabilidad. La Fig. 2 muestra la expresion para



calcular globalmente la incertidumbre. Se observa que las fuentes de
incertidumbre identificadas en la determinacion de clembuterol (y de forma
general en la determinacion de cualquier analito mediante cualquier método
analitico) pueden agruparse en cuatro componentes: 1) incertidumbre debida a
la precision; 2) incertidumbre debida a la verificacion de la trazabilidad; 3)
incertidumbre debida a la heterogeneidad de la muestra; y 4) incertidumbre
debida a otros términos.

Verificacion de la Submuestreo Otros
trazabilidad pretratamlentos componentes
2
U k \/u preC|S|on trazabllldad uheterogeneldad + uotros términos

Figura 2. Componentes de incertidumbre de la estrategia basada en utilizar
informacion generada durante la verificacién de la trazabilidad.

La Fig. 2 muestra que los dos primeros términos de la expresion se pueden
obtener utilizando la informacion generada durante el proceso de verificacion
de la trazabilidad, es decir, en este ejemplo en concreto cuando se analizo el
CRM. La incertidumbre debida a la precision corresponde a la variabilidad
experimental del método analitico, y en ella se incluyen las fuentes de
incertidumbre asociadas a todas las etapas del método analitico, pero
consideradas de una forma global. En este caso en concreto se incluye la
precision de la balanza, las etapas de extraccion, la recta de calibrado, la
recuperacion y la precision del material volumétrico. El segundo término,
U%yazabiidad, cONsidera la incertidumbre asociada a asegurar que el método
proporciona resultados trazables. Para asegurar esto se ha debido analizar el
CRM, con los consiguientes componentes de error asociados (incertidumbre
del propio material y los mismos términos de incertidumbre asociados a la
precision del método, uzprecisiOn). El tercer término de la expresion considera la
incertidumbre asociada a la heterogeneidad de las muestras de higado. Esto es
debido a que como el CRM es una muestra homogénea, la u%yazaviidad NO tiene
en cuenta las etapas de homogeneizacion que se tendran que aplicar a las
futuras muestras de rutina. Por Ultimo, el cuarto término, y en el caso concreto
del analisis de clembuterol, podria incorporar la incertidumbre asociada a la
variabilidad de las matrices de las muestras de rutina (en caso de analizar



muestras que no fueran de higado, o muestras de higado de diferentes
especies de animales).

Célculo de los diferentes componentes de incertidumbre

A continuaciéon se explica como se calcularon los diferentes términos de
incertidumbre de la expresion propuesta en la Fig. 2. Tal y como se observa en
esta figura, pueden obtenerse dos términos de incertidumbre a partir de la
informacion obtenida durante la verificacion de la trazabilidad: la incertidumbre
debida a la precision y la incertidumbre de la verificacion de la trazabilidad.

1. Incertidumbre debida a la precision

La incertidumbre debida a la precision corresponde a la precisién intermedia
del método analitico. La precision intermedia del método puede obtenerse a
partir del analisis del CRM ya que éste se analizé en condiciones intermedias.
Por tanto:

s, _ 0.057
u recision — T— — T — /K 3
b N~ N Holke [3]

Donde s es la desviacion estandar de los 10 resultados obtenidos al analizar el
CRM y N es el numero de veces que se analiza la muestra de rutina en
condiciones intermedias (normalmente, N=1).

2. Incertidumbre debida al proceso de verificacion de la trazabilidad

Se calcula teniendo en cuenta la incertidumbre de la referencia y la precision
intermedia del método.

Y = < =0.053 ug/K 4
gkz gﬁz Hg/Kg  [4]

@)y 6 @S 6 _ [9.118 a9.0578
Urazabilidad — -+ =4/C = +6 i
€22g é410 g

El primer término de la expresion corresponde al cuadrado de la incertidumbre
estandar del CRM (es decir, corresponde a la incertidumbre expandida del
CRM dividida por el factor de cobertura k) y el segundo término corresponde a
la incertidumbre del valor medio obtenido al analizar 10 veces el CRM.



3. Incertidumbre debida a la heterogeneidad de la muestra

Para calcular la incertidumbre de Ila heterogeneidad, se realiz6 la
homogeneizacién de 6 porciones de 10 g de una muestra de higado. Después,
se analizé cada una de las 6 porciones homogeneizadas con el procedimiento
analitico (es decir, se extrajo el clembuterol y se determiné el clembuterol del
extracto mediante HPLC). Cada una de las 6 porciones se analizd en
condiciones de repetibilidad (es decir, las 6 muestras homogeneizadas las
analizé el mismo el analista con el mismo equipo en un intervalo corto de
tiempo). Se obtuvieron los siguientes resultados (expresados en pg/Kg de
clembuterol):

Porcién Resultado
1 1.05
2 1.08
3 1.01
4 1.17
5 1.22
6 1.12
Media 1.11
Desviacion estandar, 0.078
Sporciones

Tabla 2. Resultados de las 6 porciones homogeneizadas de una muestra higado.

La incertidumbre de la heterogeneidad corresponde a la desviacion estandar de
los resultados obtenidos al analizar las 6 porciones de muestra:

uheterogeneidad = S;orciones = 0078 “g/Kg [5]

4. Incertidumbre debida a otros términos

En caso de que el laboratorio analice el higado de diferentes tipos de carne
(vacuno, ovino, porcino,...) es posible que la matriz de la muestra afecte al
resultado final y dicho efecto debe considerarse como un término mas de
incertidumbre. En el ejemplo que presentamos hemos asumido que se analizan
siempre muestras de una misma especie de animal.

Céalculo de la incertidumbre final

La incertidumbre final de los resultados se obtiene combinando los cuatro
términos de incertidumbre estandar de la Tabla 3 y multiplicando por el factor



de cobertura k, tal y como muestra la Fig. 2. La incertidumbre final (asumiendo
gue las muestras de rutina se analizan una sola vez) es:

U=k:u=2:0.11=0.22 ug/Kg [6]
en términos absolutos o

U =k xu, = 2x0.0936 > = 0.187 ¢ pg/Kg [7]

en términos relativos. Esta Ultima expresion considera que los términos de
incertidumbre varian linealmente con la concentracion. Asi, para una
concentracion de clembuterol, Cgembuterol = 0.50 pg/Kg, U = 0.09 pg/Kg, mientras
gue para Celembuterol = 1.00 pg/Kg entonces U = 0.18 pg/Kg.

La incertidumbre se ha calculado en ambos casos utilizando un factor de
cobertura k = 2. Por tanto, hay aproximadamente un 95% de probabilidad de
gue la concentracion verdadera de clembuterol de una muestra de rutina esté
contenida dentro del intervalo proporcionado por la concentracion obtenida al
analizar la muestra de rutina y su incertidumbre asociada, U.

Incertidumbre Incertidumbre
Término, X estandar, u(x) Concentracién estandar relativa
(H9/Kg) (Hg/Kg) uX)r

Precision 0.057 1.27 0.0449
Trazabilidad 0.053 1.25 0.0424
Heterogeneidad 0.078 111 0.0703
Otros términos - - -

Total 0.094 = 0.0936

Tabla 3. Componentes de incertidumbre en el andlisis de clembuterol por HPLC

La Tabla 3 muestra la incertidumbre estandar (en términos absolutos y
relativos) de los cuatro componentes de incertidumbre de la Fig. 2. La
incertidumbre de cada uno de los componentes en términos relativos se calcula
dividiendo el valor de incertidumbre estandar por el nivel de concentracion de
clembuterol en el que se ha obtenido dicho valor de incertidumbre. Por ultimo,
la Tabla 3 también muestra la incertidumbre total en términos absolutos y
relativos.

La Fig. 3 muestra como contribuye cada uno de los componentes de
incertidumbre a la incertidumbre total. Se observa que la incertidumbre debida
a la heterogeneidad es la que tiene mayor contribucion a la incertidumbre final



del resultado. No obstante, se observa que las incertidumbres debidas a la
precision y a la trazabilidad también contribuyen a la incertidumbre final de
forma muy similar. Si se requiriese rebajar la incertidumbre de los resultados
deberiamos incidir en los puntos que, a priori, contribuyen mas a dicha
incertidumbre y, por ejemplo, nos podriamos plantear la optimizacion de los
procesos de homogeneizaciéon y/o extraccion de la muestra. Otra posibilidad
para disminuir la incertidumbre final seria verificar la trazabilidad de los
resultados con un CRM con una incertidumbre asociada menor.

Precisién

Trazabilidad

Heterogeneidad

Otros términos

Total l

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Incertidumbre estandar, u

Figura 3. Contribucidn de los componentes de incertidumbre a la incertidumbre total. Todos
los términos de incertidumbre estan expresados como incertidumbre estandar, u.

Es importante resaltar que el laboratorio debe estar bajo condiciones de
aseguramiento de la calidad para que, a lo largo del tiempo, el laboratorio
pueda asegurar: 1) que sus resultados siguen siendo trazables; y 2) que sigue
siendo valida la incertidumbre calculada [Maroto, 2002]. Otro aspecto
importante a tener en cuenta es que el intervalo de concentraciones para
aplicar las Ec. 6-7 no deberia abarcar mas de un orden de magnitud. En caso
contrario deberiamos verificar la trazabilidad y calcular la precisién del método
a mas de un nivel de concentracion.

Conclusiones

En este articulo hemos abordado el calculo de la incertidumbre en analisis
cromatografico. En concreto, hemos explicado como calcular la incertidumbre
en la determinacion de clembuterol en higado mediante cromatografia liquida
(HPLC). En primer lugar, se han identficado las numerosas fuentes de
incertidumbre presentes en la determinacién. Posteriormente, la incertidumbre



se ha calculado globalmente agrupando dichas fuentes de incertidumbre en
Unicamente cuatro componentes. La ventaja de utilizar esta estrategia global es
gue el célculo de la incertidumbre resulta méas sencillo. Ademas, requiere poco
trabajo adicional ya que se aprovecha la informacion obtenida durante el
proceso de validacion del método.
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