Identificacién:

Plan de Validacién o Verificacion de FOR-TC-013

E22-ab métodos analiticos Revision: 1

AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01

PLN-TC-087-01
Plan de verificacion del ensayo
de determinacion Aflatoxinas
Totales

AOXLAB S.A.S.

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacién Pagina 1de 10



ES2 ab

Identificacion:

Plan de Validacién o Verificacion de FOR-TC-013
métodos analiticos Revision: 1
AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01

DOCUMENTO CONTROLADO

PLN-TC-087-01 Plan de verificacion del ensayo de determinacion

de Aflatoxinas Totales

Copia controlada No.: 1

Puesto o .
Nombre L Firma Fecha
funcion
Elaboro: W lner Ferney Ruiz Patifio Lider 2019-10-05

Laboratorio

Reviso6: Dario Pardo Lider de 2019-10-08
Calidad

Aprobo: Yasmin Eliana Lopera Pérez Gerente y 2019-10-22
Director
Técnico

Localizaciéon del

documento:
Fecha de
Estado Inicio de
vigencia
Vigente 2019-10 -22

Z\7. PROCESO\REGISTROS AOXLAB\REGISTROS (RT)2018\Planes
de validacion

Control de Cambios

Descripcién del cambio

Revision . Realiz6 Revis6 Aprobd
realizado

0 Ninguno (versién original). WFR DPP YELP

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacién. Péagina 2 de 10



Identificacién:

Plan de Validacion o Verificaciéon de FOR-TC-013
ESH_AB meétodos analiticos Revision: 1
AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01
INDICE

1. OBJETIVO Y ALCANCE ... ittt ettt e e et ettt e e e aaaeaaaaeaeaaasaa e nnnbesrsenneeeeeaeaeas 4
11 (0 o] 1= KAV o T RO UOTUPRPTRPTR 4
N o= 1 g ¥ o] = PRSP PR PPPR 4
2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.. ... o ettt ettt e e e e e e e e e e e e e 4
21 (Do YT o] o] o 1= PSP RRURRP 4
2.2 [N To] 7= Tod [0 ] g T=3= TP PSPPSR PUPRT RSP PTRI 4
3. REFE R EN C A S ettt bbbttt ettt et e et e e eaaeaeaeaee e e e e s aaenbb bbb e b eb e e e e e e e et e eaeaaaaaeens 4
4. ESPECIFICACION DE LOS REQUISITOS DEL METODO A CONFIRMAR .....cccooveveveterreennn. 4
5. DETERMINACION DE PARAMETROS O CARACTERISTICAS DE CONFIRMACION......... 5
51 CARACTERISITICAS DE DESEMPERNO A EVALUAR .....cociieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e 5
5.2 DISENO EXPERIMENTAL ...coiiiiiietceeeeeeteteee ettt ee ettt ettt en et tens st tesess s eaeeeesenanen 6

521  CoONAICIONES GENEIAIES.....coi it ettt e e e ettt e e e s ettt e e e e e annteeeaeeaanneeeaeaann

5.2.2  Materiales, equipos y reactivos
6. VERIFICACION DE CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS O CARACTERISTICAS DE

CONFIRMACION .ttt 888t 8
7. CONCLUSIONES DE LA CONFIRMACION ..ottt en e en s 8
8. IN O RME ettt et e oo oo oo e oo oot — et e et ee e e e e e e e e e e e e e aeaaaa e anrntnrnrnrnnnrees 8
9. RESPONSABILIDADES . ... ettt e e e e e e et bbb e et ettt et e e e aaeaeeeeasaaaannnnnnenrne 9
9.1 (D1 =Tt o] gl IN=Ted o T o] o JO R TP P SR TOPPRPRPPRTPN 9
9.2 Lo [T o [ IR-Y o Yo T - 1 {0 ] £ o AU TP PR UP OV PTPRRUPTR 9
9.3 F N = L3 = E PP U P PP SR 9
10. FORMATOS RELACIONADOS ...ttt ettt e et e e e e e e e e e aeeaaaaaaaaaannnnnnnes 9
11. AN E X O S oo e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e habh b e e r b e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaas 10

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina 3 de 10



Identificacién:

Plan de Validacién o Verificacion de FOR-TC-013
ESH_AB métodos analiticos Revision: 1
AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01

1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Establecer la lista de caracteristicas de desempefio a evaluar, los respectivos
criterios de aceptacion y describir el disefio experimental para realizar la verificacion
del método analitico PROC - TC - 087 Procedimiento para la determinacion de
aflatoxinas totales por la técnica de inmunoensayo. Este método de ensayo es un
desarrollo de r-biopharm, el cual se comercializa como kit bajo la referencia R-4701.
El desempefio del método analitico serd evaluado sobre las siguientes matrices:

* Material vegetal

e Extracto puro
La verificacion del procedimiento analitico se realizara atendiendo los requisitos
establecidos por la norma ISO/IEC 17025:2017 y el procedimiento PROC-TC-012.

1.2 Alcance.
Aplica para la verificacion del procedimiento analitco PROC - TC - 087
Procedimiento para la determinacién de aflatoxinas totales, ejecutado sobre las
matrices relacionadas en el numeral 1.1

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1 Definiciones.
Para el presente documento aplicaran las definiciones establecidas en el numeral
2.1 del procedimiento PROC - TC- 012 [1]

2.2 Notaciones.
Para propésitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:
“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.
“item”: se refiere al elemento o material bajo ensayo.
3. REFERENCIAS.

[1] PROC - TC - 012. Procedimiento para la validacion o confirmacién de métodos
analiticos.

[2] PROC - TC - 087 Procedimiento para la determinacién de Aflatoxinas Totales

4. ESPECIFICACION DE LOS REQUISITOS DEL METODO A CONFIRMAR.

El método bajo verificacion debe cumplir los siguientes requisitos, a fin de que sea
considerado como apto o valido para el uso previsto.

El método debe permitir la cuantificacion de aflatoxinas totales en las matrices
descritas en el numeral 1.1.
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Asi mismo, debe mostrar un adecuado desempefio en todo el rango de operacion
(0.05 ug/l % - 4.05 ug/l)

5. DETERMINACION DE PARAMETROS O CARACTERISTICAS DE
CONFIRMACION.

5.1 CARACTERISITICAS DE DESEMPENO A EVALUAR
Como resultado del ejercicio de verificacion del procedimiento se debe evidenciar
que el procedimiento de ensayo cumple con los siguientes pardmetros de
desempeifio para el analito objetivo:

PARAMETRO CRITERIO UNIDADES

Exactitud en el rango de calibracion 0.05 - 4.05 ug/!

Intervalo de trabajo 1.72 - 4.05 ug/l

Limite de cuantificacion 1.72 ug/l

Veracidad Veraz para el rango

de trabajo evaluado
Recuperacion 85% - 115% of
Precision - repetibilidad C. V. % méaximo 15% %

La exactitud se evaluard sobre el material de referencia certificado de maiz
contaminado artificialmente con aflatoxinas, el cual fue producido por Trilogy
Analytical Laboratory, e identificado con el cédigo R-A100 y lote de produccion A-
C-2223. Este material tiene fecha de vencimiento 2021-10-31

La repetibilidad se evaluara sobre duplicados de muestras representativas de las
matrices objeto del alcance descrito en el numeral 1.1
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La trazabilidad de las muestras utilizadas se encuentra en el software para manejo
de muestras de AOXLAB S. A. S.

5.2 DISENO EXPERIMENTAL

5.2.1 Condiciones generales
Los parametros son determinados de acuerdo con las siguientes instrucciones:
Se analizaran seis lotes de items de ensayo. Estos seran procesados y analizados
por el analista Yohiner Alvarez Mora, de acuerdo con las instrucciones dadas en los
parrafos siguientes.

Los lotes de andlisis tendran la misma composicion, la cual se muestra a
continuacion:

Tipo de muestra Muestra
Blanco Blanco de método
Material certificado de referencia A-C-
2223 Material de referencia certificado
Muestra de material vegetal o extracto
Muestra de matriz puro
Muestra de material vegetal o extracto
Duplicado de Muestra de matriz puro

La precision se evaluard en condiciones de repetibilidad, como el promedio de los
coeficientes de variacion obtenidos a partir de los resultados de los ensayos
duplicados de muestras.

La exactitud se evaluard como porcentaje de recuperacion, tomando como 100% el
valor asignado por el fabricante al material de referencia A-C-2223. La veracidad
del método se establecera utilizando un contraste t- de Student mediante el cual se
comparara el promedio de los resultados obtenidos de ejecutar el ensayo sobre el
material de referencia, con el valor declarado por el fabricante de dicho material.
Los calculos y contrastes estadisticos se realizaran de acuerdo con lo establecido
en el procedimiento PROC-TC-012.

La exactitud en el rango de calibracion, se llevara a cabo comparando el porcentaje
de inhibicién obtenido al ejecutar el ensayo sobre cada uno de los estandares de
calibracion suministrados con el kit, con los declarados por el fabricante en el
certificado de calidad de éste. Esto se realizard mediante un ajuste por minimos
cuadrados de los pares de datos de porcentaje inhibicion declarado en el certificado
vs porcentaje de inhibicion experimentalmente determinado. La compatibilidad entre
los resultados experimentales y los declarados por el fabricante se demostrara, si la
ecuacion del ajuste tiene una pendiente estadisticamente igual a 1y un intercepto
estadisticamente igual a 0. La compatibilidad de la pendiente con el valor de 1y del
intercepto con el valor 0, se realizara mediante contrastes tde Student, de acuerdo
con lo establecido en el procedimiento PROC-TC-012.

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina 6 de 10



Identificacién:

Plan de Validacién o Verificacion de FOR-TC-013
ESH_AB métodos analiticos Revision: 1
AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01

5.2.2 Materiales, equipos y reactivos
Los equipos que se utilizaran para la realizacion del ejercicio de verificacion son:

EQUIPO ID
Espectrofluorimetro Sinergy HT 072
Balanza analitica 006 /235
Vortex Mixer 239
Micropipeta 100 pL 012
Micropipeta 200 pL 016
Micropipeta 10000 pL 0243
Centrifuga 007
Plancha de agitacion magnética y barra de agitacion 163

Los equipos deben contar con el respectivo mantenimiento preventivo programado,
calificacion y/o calibracion vigente.

El material con el cual se realizara el ejercicio de verificacion es el siguiente:

MATERIAL CANTIDAD CALIBRACION
Probeta de vidrio de 100 ml 1 e
Embudo de vidrio 6 e
Microplacas ELISA 9%6 0 —_——
Puntas para pipetas 100 pL 200 ...l —_—— e
Puntas para pipetas 10000 pL 200 —_—
Puntas para pipetas 200 pL 200

Los reactivos empleados para la preparacion de soluciones y estandares se
relacionan en la tabla siguiente:

Metanol 70%
RIDASCREEN® Aflatoxin Total R4701

El procedimiento para llevar a cabo los calculos se documenta en PROC - TC - 012
Procedimiento de verificacion o validacion de métodos analiticos.

Los resultados obtenidos son registrados en el formato FOR-TC-047 Formato de
informe de confirmacion de método analitico.
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6. VERIFICACION DE  CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS o
CARACTERISTICAS DE CONFIRMACION.

La verificaciéon de cumplimiento de los parametros o caracteristicas del método a
confirmar es realizada a través de una tabla comparativa entre los valores de los
requisitos a cumplir (numeral 5.1) y los valores obtenidos por la aplicacion del

método en cada matriz.
Utilizar el formato FOR-TC-047 Formato de informe de confirmacién de método

analitico.

7. CONCLUSIONES DE LA CONFIRMACION.

Al término de la confirmacién, se emitird una declaratoria acerca de la aptitud del
laboratorio para operar el método normalizado, en funcién de los resultados

obtenidos.
Esta declaratoria es registrada en el formato FOR-TC-047 Formato de informe de

confirmacion de método analitico.

8. INFORME.

La verificacién del método es reportada en un Informe de Confirmacion, que incluye
al menos: a) los resultados obtenidos, b) el procedimiento utilizado para la
confirmacién y c) una declaracion sobre la aptitud del laboratorio para operar el

método normalizado.
Usar el formato FOR-TC-047 Formato de informe de confirmacién de método

analitico.
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9. RESPONSABILIDADES.

9.1 Director Técnico.
Revisar y aprobar el presente plan de verificacion
Asegurar los recursos para la ejecucion del plan de verificacion.
Brindar orientacion técnica durante la ejecucién del plan de verificacion.

9.2 Lider de Laboratorio.
Asegurar la aplicaciéon del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.

9.3 Analistas.
Preparar los reactivos y materiales requeridos para ejecutar el plan de verificacion,
de acuerdo con las instrucciones establecidas en este documento
Realizar los ensayos de acuerdo con el procedimiento de ensayo y el disefio
experimental establecido.

10. FORMATOS RELACIONADOS.
FOR-TC-047 Formato de informe de confirmacién de método analitico.

FOR-TC-67 Formato de registro de datos primarios de andlisis de aflatoxinas totales

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina 9 de 10



Identificacién:

Plan de Validacién o Verificacion de FOR-TC-013
ESH_AB métodos analiticos Revision: 1
AOXLAB S.A.S Inicio de vigencia:
2017/08/01

11. ANEXOS.
ANEXO 1. FICHA RESUMEN DEL PLAN DE VERIFICACION

identificacion del método de ensayo verificado

Nombre completo del método: Ddeterminacion de aflatoxinas totales
Método de referencia: Kit r-biopharm R4701.
Procedimiento interno: PROC- TC- 087

Tipo de método: Cualitativo Cuantitativo X e
Origen del método Normalizado No Normalizado X Otro
Normalizado modificado Interno
Analitos: Responsables por la verificacion
» Aflatoxinas Totales Responsable Firma
Unidades: ug/l YAM
Matrices:
* Materia material vegetal Fecha de entrega del informe de

¢ Extracto puro la verificacion:
Noviembre 25 de 2019

parametrosde verificacion

Selectividad Linealidad / intervalo de trabajo X
Sensibilidad Limite de deteccion X
Limite de cuantificacion X Veracidad X
Repetibilidad X Reproducibilidad

Robustez Recuperacion X
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Evaluar los resultados obtenidos del ejercicio de verificacion del método analitico
PROC - TC - 087 procedimiento para la determinacion de Aflatoxinas Totales, el
cual es un desarrollo de r-biopharm, y se comercializa como kit, bajo la referencia
R4701. Este ejercicio se desarroll6, de acuerdo con el disefio experimental y
criterios de aceptacion establecidos en el procedimiento PROC-TC-012 y PLN-TC-
087-01 Plan de Verificacion del ensayo de Aflatoxinas Totales y atendiendo los
requisitos establecidos por la norma ISO/IEC 17025:2017 [1].

1.2 Alcance.
Las conclusiones y declaraciones consignadas en el presente documento, estan
basadas sobre los resultados obtenidos del ejercicio de verificacion del método
analitico PROC - TC - 087 procedimiento para la determinacion de Aflatoxinas
Totales, siguiendo fielmente el disefio experimental establecido en PLN-TC-087-01
Plan de Verificacion del ensayo de Aflatoxinas Totales.

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.
2.1 Definiciones.

Analito [6].
Componente de un sistema a ser medido quimicamente.

Blanco [6].

Material que es similar en matriz y estado fisico de preparacion a las muestras que
estan siendo analizadas como muestras problema, pero que no contiene el analito
nativo y que es usado con el propdsito de dar seguimiento a diferentes aspectos del
proceso analitico.

Documento [2].
Informacién y su medio de soporte.

Ensayo/prueba [2].
Determinacién de una o méas caracteristicas de acuerdo con un procedimiento.

Incertidumbre [3].
Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un
mensurando, a partir de la informacién que se utiliza.

Intervalo de trabajo [6].

Intervalo de concentraciones analiticas o los valores de las propiedades sobre las
cuales el método va a ser aplicado. Dentro del intervalo de trabajo puede existir un
intervalo de respuesta lineal. Dentro de este intervalo lineal de respuesta habra una
relacion lineal con la concentracion del analito.
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Limite de cuantificacion [6].
Concentraciéon minima del analito en una muestra que puede determinarse con un
nivel de incertidumbre aceptable, bajo las condiciones de operacién establecidas.

Limite de deteccion [6].

Minima concentracion de un analito o sustancia en una muestra, la cual puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones en que se lleva
a cabo el método.

Material de referencia certificado [3].

Material de referencia acompafiado por la documentacion emitida por un organismo
autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con
incertidumbres y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos validos.

Precision [3].
Proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos en mediciones
repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo condiciones
especificadas.

Procedimiento [2].
Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso.

Recuperacion [6].

Proporcién del analito presente o adicionado a una muestra que sirve para evaluar
la eficiencia del método de ensayo.

Repetibilidad [3].

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad.
Reproducibilidad [3].

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de reproducibilidad

Robustez [6].

Medida de la capacidad de un método de ensayo de permanecer inalterado por
variaciones pequefias, pero deliberadas, en los parametros del método y
proporciona una indicacién de su confiabilidad durante su uso normal.

Selectividad [6].

Capacidad de un método para determinar exacta y especificamente un analito de
interés en presencia de otros componentes en la matriz bajo las condiciones de
ensayos establecidos y puede ser:

Cualitativa: el grado en el cual otras sustancias interfieren con la determinacién de una sustancia
de acuerdo con un procedimiento dado y/o

Cuantitativa: un término usado en conjunto con otros términos (por ejemplo: constante,
coeficiente, indice, factor, nUmero) para la caracterizacién cuantitativa de interferencias.
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Sensibilidad [6].

La pendiente de la curva de calibracién. Si la curva es efectivamente una “curva”,
en lugar de ser una linea recta, entonces la sensibilidad sera una funcion de la
cantidad o concentracion del analito.

Sesgo [6].

Medida del error sistemético de un procedimiento analitico dado y es la desviacion,
positiva 0 negativa, de la media de los resultados analiticos con respecto al valor
convencionalmente verdadero.

Validacioén [2].

Verificacibn mediante la aportaciéon de evidencia objetiva de que se han cumplido
los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista.

Verificacion [2].

Verificacion, a través de la aportacion de evidencias objetivas, de que se cumplen
los requisitos especificados.

Veracidad [3].
Proximidad entre la media de un namero infinito de valores medidos repetidos y un
valor de referencia.

2.2 Notaciones.
Para propésitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:
“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.

“item”: se refiere al elemento o material bajo ensayo.
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4, DESCRIPCION DEL METODO A VERIFICAR.

El método a verificar se encuentra descrito en el documento PROC - TC - 087
procedimiento para la determinacién de Aflatoxinas Totales, el cual es un desarrollo
de r-biopharm, y se comercializa como kit bajo la referencia R4701.

La base de la prueba es la reaccidén antigeno-anticuerpo. Los pocillos en las tiras de
microtitulacion estan recubiertos con anticuerpos de captura dirigidos contra
anticuerpos anti-aflatoxina.

Se afiaden los estandares o las soluciones de muestra, el conjugado aflatoxina-
enzima y los anticuerpos anti-aflatoxina. Las aflatoxinas libres y conjugadas con
enzimas compiten por los sitios de unibn de anticuerpos de aflatoxinas
(inmunoensayo enzimatico competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-
aflatoxina también estdn unidos por los anticuerpos de captura inmovilizados.
Cualquier conjugado enzimético no unido se elimina en una etapa de lavado.

La solucion de sustrato / cromégeno se agrega a los pocillos y se incuba. El
conjugado enzimatico unido convierte el cromégeno en un producto azul. La adicién
de la solucién de parada conduce a un cambio de color de azul a amarillo. La
medicion se realiza fotométricamente a 450 nm; La absorcion es inversamente
proporcional a la concentraciéon de aflatoxinas en la muestra.

5. ESPECIFICACION DE LOS REQUISITOS DEL METODO A VERIFICAR.

Las caracteristicas deseables del método de ensayo PROC - TC - 087
procedimiento para la determinacién de Aflatoxinas Totales, fueron consignadas en
el numeral 5 del plan de verificacion PLN-TC-087-01 Plan de Verificacion del ensayo
de Aflatoxinas Totales.

6. DETERMINACION DE PARAMETROS O CARACTERISTICAS A
VERIFICAR.

Los requisitos correspondientes a los parametros de desempefio evaluados, que
permitieron establecer la aptitud del método analitico son:

PARAMETRO CRITERIO UNIDADES

Exactitud en el rango de calibracion 0.05 - 4.05 ug/I

Intervalo de trabajo 1.72 - 4.05 ug/I

Limite de cuantificacion 1.72 ug/l

Veracidad Veraz para el rango

de trabajo evaluado

Recuperacion 85% - 115% %

Precision - repetibilidad C. V. % méximo 15% Y%

Precision - reproducibilidad C. V. % méaximo 15% Y%
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La exactitud y la reproducibilidad se evaluaron sobre el material de referencia
certificado de maiz contaminado artificialmente con aflatoxinas, el cual fue
producido por Trilogy Analytical Laboratory, e identificado con el c6édigoR-A100 y
lote de produccion A-C-2223. Este material tiene fecha de vencimiento 2021-10-31
La repetibilidad se evalu6 sobre duplicados de muestras representativas, las cuales
se identificaron con los codigos 7564-19, 7696-19, 7809-19, 7853-19, 7873-19 y
10116-19.

7. VERIFICACION DE CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS @]
CARACTERISTICAS DE VERIFICACION.

A continuacion, se presenta la tabla comparativa que muestra los valores de los
requisitos a cumplir y los valores obtenidos por la ejecucién del método.

PARAMETRO CRITERIO RESULTADO CUMPLE
SI/NO
Intervalo de calibracion  0.05 - 4.05 ug/I 0.05 - 4.05 ugl/l Sl
Intervalo de trabajo 1.72 - 4.05 ug/l 1.49 - 4.05 ug/l Sl
Limite de cuantificacion  1.72 ugl/l 1.49 ugl/l Si
Veracidad Veraz para el rango Veraz para el SI
de trabajo evaluado rango de trabajo
evaluado
Recuperacion 85% - 115% 92% SI
Precision - repetibilidad  C. V. % maximo 15% 12,5% Sl
Precision - C. V. % maximo 15% 15% SI

reproducibilidad

7.1 RESULTADOS OBTENIDOS

7.1.1 Intervalo de calibracion.
El intervalo de calibracién fue evaluado de acuerdo con lo establecido en el plan de
calibracién PLN-TC087-01, contrastando los porcentajes de inhibicion obtenidos en
el laboratorio, contra los proporcionados en el certificado del kit empleado. Los datos
a partir de los cuales se realiza esta evaluacién, se muestran a continuacion:

NIVELES CONCENTRACION

CONCENTRACION % INHIBICION % INHIBICION
(ugll) CERTIFICADO OBTENIDA
0,05 89,30 89,418
0,15 78,00 79,241
0,45 55,50 54,335
1,35 34,00 35,057
4,05 13,90 16,667
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El gréfico correspondiente al ajuste por minimos cuadrados, la estadistica del ajuste
de regresién y los resultados arrojados por los test de compatibilidad del intercepto
y pendiente, se muestran enseguida:

ESTADISTICA REGRESION

m = 0,973794 2,222236 =D

DSm = 0,022503 1,368381 = DSb

R2 = 0,9984 1,393075 = DSR
= 1872,576 3 =g

TEST INTERCEPTO IGUAL A CERO
tcalc 1,62398983
ttabla = 4,176534846
INTERCEPTO IGUAL A CERO

PENDIENTE IGUAL A 1
tcalc = 1,164525391
tn-2 = 3,182446305
PENDIENTE IGUAL A 1

La gréafica anterior muestra que los valores de porcentaje de inhibicion obtenidos en
el laboratorio para cada uno de los patrones de calibracién suministrados en el kit,
coinciden con los valores declarados en el certificado por el fabricante. Ademas, el
valor del contraste estadistico para evaluar la compatibilidad del intercepto con el
valor de 0, muestra que efectivamente, con una confiabilidad del 95%, el valor del
intercepto es estadisticamente compatible con dicho valor. De la misma manera, al
evaluar el valor obtenido mediante ajuste por minimos cuadrados para la pendiente,
el contraste estadistico arroja que con un 95% de confiabilidad, que dicho valor es
estadisticamente compatible con el valor de 1.
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Lo anterior permite concluir que los porcentajes de inhibicion para cada uno de los
patrones de calibracién suministrados en el kit, no difieren de los declarados en el
certificado suministrados por el fabricante y por tanto este atributo se aprueba.
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7.1.2 Limites de deteccion y cuantificaciéon
Los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) fueron estimados a partir
de los resultados obtenidos para los blancos y siguiendo las directrices establecidas
en el procedimiento PROC-TC-012. Los datos obtenidos y los resultados de la
evaluacion se muestran a continuacion:

MUESTRA Blanco
MENSUERANDO LOTE FECHA  Aflatoxinas Totales
1 2019-08-30 1,32
2 2019-09-06 1,12
RESULTADO 3 2019-09-13 1,61
(ug/) 4 2019-09-17 0,99
5 2019-10-28 1,16
6 2019-10-31 1,16
PROMEDIO 1,23
So 0,09
LOD (ug/l) 1,49
LOQ (ug/l) 2,10

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla anterior, se encuentra que el
limite de deteccion (LOD) para el método de ensayo obtenido durante el ejercicio
fue de 1.49 ug/l, el cual es inferior al criterio establecido en el plan de verificacion
PLN-TC-087-01, el cual fue de 1.72 ug/l. Ademas, se establece, que el limite de
cuantificacion para el método de ensayo ejecutado en el laboratorio es de 2.10 ugl/l.
Teniendo en cuenta que el LOD obtenido experimentalmente es inferior al criterio
establecido, se declara como aprobado el atributo.

7.1.3 Precision - repetibilidad
Para la evaluacion de la precision, se tomaron muestras representativas del alcance
de la aplicacion del método de ensayo, con niveles altos y bajos de aflatoxinas
totales, que permitieran desafiar el método en todo el rango de aplicacion.
Los datos primarios y resultados obtenidos, se muestran en las tablas siguientes:
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MUESTRA MENSUERANDO RESULTADO (ug/l)
FECHA 2019-08-30 2019-10-31 2019-09-06 2019-09-06 2019-09-06  2019-09-06
MUESTRA 7564-19 10116-19 7696-19 7809-19 7853-19 7873-19
Aflatoxinas
DUPLICADO Totales 417 1,36 4,14 5,91 2,56 1,94
MUESTRA Aflatoxinas
DE RUTINA  Totales 3,39 1,73 4.47 6,99 2,29 2,33
PROMEDIO 3,78 1,54 4,31 6,45 2,42 2,13
VARIANZA 0,30 0,07 0,06 0,58 0,04 0,08

ESTIMACION DE LA PRECISION
VARIANZA C.V.%
REPETIBILIDAD 0,1855 12,52%

Durante el ejercicio, la precisién en términos de repetibilidad obtenida, expresada
como coeficiente de variacion fue de 12.52%, valor que es inferior a la meta de
precision establecida en el plan de verificacion PLN-TC-087-01, la cual fue de 15%.
Lo anterior, permite declarar como aprobado el atributo precision.

7.1.4 Precision - reproducibilidad
La reproducibilidad se evalu6 sobre los resultados de la ejecucién del ensayo sobre
el material de referencia A-C-2223 en los seis lotes de andlisis. Los datos primarios
y resultados se muestran en las tablas siguientes:

MUESTRA MENSUERANDO RESULTADO (mg/kg)
FECHA 2019-08-30  2019-09-06 2019-09-13  2019-09-17 2019-10-28 2019-10-31
LOTE 1 2 3 4 5 6
MR-AC2223  Aflatoxinas Totales 5,7622 4,3629 4,6073 5,2010 5,1664 3,6986

ESTIMACION DE LA EXACTITUD
VARIANZA C.V.%
PRECISION 0,5324 15%

El resultado del calculo del coeficiente de variacion de la reproducibilidad es igual al

criterio propuesto en el plan de validacion PLN-TC-087-01, por tanto, este parametro
se aprueba.
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7.1.5 Exactitud

Como se indicé en el numeral 5, la exactitud se evalué sobre material de referencia
certificado, cuya matriz es maiz, la cual fue contaminada artificialmente con
aflatoxinas. Los resultados de los ensayos realizados sobre dicho MRC y su
correspondiente evaluacion estadistica, se muestran en las tablas siguientes:

MUESTRA MENSUERANDO

FECHA 2019-08-30  2019-09-06
LOTE 1 2
MR-AC2223  Aflatoxinas Totales 5,7622

EVALUACION DE LA EXACTITUD
VR. ASIGNADO DEL MENSUARANDO (ug/Kg)
CONTENIDO DEL MENSUARANDO (ug/Kg)
SESGO
E.R%

RECUPERACION %

4,3629

RESULTADO (mg/kg)
2019-09-13  2019-09-17  2019-10-28  2019-10-31
3 4 5 6

4,6073 5,2010 5,1664 3,6986

52
48
0,4
-7,70%

92,30%
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EVALUACION DE LA EXACTITUD - VERACIDAD
tCalc 1,34369186

tTabla 2,57058184

CONCLUSION EL METODO ES VERAZ

Las tablas anteriores muestran que la recuperacion obtenida durante el ejercicio fue
del 92.3%, la cual es mayor que establecida como criterio en el plan de verificacion
PLN-TC-087-01. (85% - 115). Asi mismo, los resultados arrojados por el contraste
estadistico empleado para evaluar la veracidad del método, arrojaron que el método
de ensayo es veras. Esto concuerda con lo propuesto en el correspondiente plan de
verificacion.

Ademas de lo anterior, y aunque no fue contemplado en el plan de verificacion, al
comparar los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos para evaluar la
exactitud, se encontraron dentro de los limites establecidos en el certificado emitido
por el fabricante del material de ensayo para la incertidumbre para el valor asignado
de éste, con un 95% de confiabilidad. (Ver anexos)

Por lo descrito anteriormente, el pardmetro exactitud se aprueba.

8. CONCLUSIONES DE LA VERIFICACION.

Con base en los resultados obtenidos, la Directora Técnica de AOXLAB S. A. S.,
declara que el método es apto para el uso previsto, de acuerdo con los
requerimientos establecidos por el laboratorio.

9. INFORME.

El presente informe es aprobado por la Directora Técnica y debe estar disponible
para consulta permanente en los archivos correspondientes a este ensayo.

9.1 Firmas del personal de verificacion.

Realizo: Revisé: Aprobé:

Nombre y firma Nombre y firma Nombre y firma
Analistas Lider Laboratorio Director técnico
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10. RESPONSABILIDADES.

10.1 Lider de Calidad.
Asegurar la disponibilidad del presente documento para su consulta.

10.2 Lider de Laboratorio.
Asegurar la actualizacion del presente documento por cambios en el método de
ensayo o en cualquier caso que se requiera.

10.3 Analistas.
Consultar y actualizar el presente documento cuando se requiera.

11. FORMATOS RELACIONADOS.
FOR-TC-067 Formato para el registro de Aflatoxinas Totales

12. ANEXOS.
Datos primarios correspondientes a los ensayos realizados, consignados en el
formato FOR-TC 067

Certificado del valor asignado al material de referencia R-A100 y lote de produccién
A-C-2223.
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