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Resumen

RESUMEN

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (Furvina; G-1), es el ingrediente farmacéutico
activo (IFA) utilizado en la produccién del Dermofural, ungliento tépico con propiedades
antibacteriana y antifungica. Debido al proceso de obtencion por sintesis quimica se
encuentra acompafado de una impureza conocida como monobromado (MBr), por lo que
dentro de las especificaciones de calidad del IFA esta incluido el por ciento de pureza
(entre 98,00 % y 102,00 %) y el contenido de la impureza (< 1,00 %). El objetivo de este
trabajo es desarrollar una técnica para determinar simultdneamente la pureza del G-1 vy el
contenido de la impureza MBr en el IFA por cromatografia de gases con detector de
captura electronica, validar dicha técnica y calcular la incertidumbre del resultado para
asegurar la confiabilidad del mismo. Los parametros desarrollados en la validacion fueron:
adecuacion del sistema, especificidad, linealidad, precision (repetibilidad instrumental,
repetibilidad del método, precision intermedia), exactitud o veracidad y los limites de
deteccion y cuantificacion para la impureza MBr. EI método analitico resulto ser especifico,
lineal en el intervalo de concentraciones de 8 mg/L a 12 mg/L para el G-1 y de 0,06mg/L a
0,14 mg/L para el MBr, preciso y exacto, con un limite de deteccion de 0,0006 mg/L y de
cuantificacion de 0,002 mg/L para la impureza. Se obtuvo un valor de incertidumbre para el
G-1de 1,48 % y para el MBr de 0,05 % con un factor de cobertura k = 2 y un nivel de
confianza de 95 %.



Abstract

ABSTRACT

The 2-bromine-5- (2-bromine-2-nitervinyl) -furan (Furvina; G-1), is the active pharmaceutical
ingredient (API) used in Dermofural production, it is a topical ointment with antibacterial and
antifungal properties. Due to the obtaining process by chemical synthesis it is accompanied
by an impurity known as monobromate (MBr), so that within the API quality specifications it
is included the purity percent (between 98,00 % and 102,00 %) and the impurity content (<
1,00 %). The objective of this work is to develop a technique for simultaneously determining
the purity of G-1 and the MBr impurity content in the API by gas chromatography with
electron capture detector, validating the technique and calculating the result uncertainty to
ensure its reliability. The parameters developed on the validation were: the system adequacy,
specificity, linearity, accuracy (instrumental repeatability, method repeatability, and
intermediate precision), accuracy or reliability, and detection and quantification limits for
MBr impurity. The analytical method was found to be specific, linear in the concentration
range of 8 mg/L to 12 mg/L for the G-1 and 0,06 mg/L to 0,14 mg/L for MBr, precise and
accurate, with a detection limit of 0,0006 mg / L and quantification of 0,002 mg / L for the
impurity. An uncertainty value for G-1 of 1,48 % and for MBr of 0,05 % with a cover factor k
= 2 and a reliability level of 95 % were obtained.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos medicamentos se hace cada vez mas necesario por la situacion en los
aspectos de salud que se enfrenta en el mundo actual, es por ello que es preciso contar con
laboratorios de control de medicamentos y métodos de ensayo que cumplan con los requisitos
establecidos en funcion del incremento de los estandares de calidad de los productos
farmacéuticos. En Cuba se hacen cumplir estrictas normas y regulaciones para estos fines
como son las farmacopeas, normas internacionales como las ICH (International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use) y las ISO (International Organization for Standardization) y las regulaciones dictadas
por el CECMED (Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos

Médicos), entre otras.

El Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) es una organizacion dedicada a la produccion de
ingredientes farmacéuticos activos (IFA) obtenidos por via sintética, tal es el caso del 2-
bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1), conocido también como Furvina, el cual es
utilizado en la produccién del Dermofural®, ungiiento topico con propiedades antibacteriana y
antifangica que forma parte del cuadro basico de medicamentos en Cuba desde el afio 2007
[Dermofural®, 2014]. Como parte integrante del CBQ se encuentra el laboratorio de control
de la calidad donde se aplican técnicas para determinar la pureza del IFA G-1, este, debido al
proceso de obtencion por sintesis quimica, se encuentra acompafiado de una impureza
conocida como monobromado (MBr), por lo que dentro de las especificaciones de calidad del
IFA esta incluido, entre otros, el porcentaje de pureza del G-1 (entre 98,00 % y 102,00 %) y el
contenido de la impureza (no mas de 1,00 %) [Cestafiedo. N Gaitan, T.. 2003] " g 1ahoratorio es el
responsable de la validez de los resultados de los ensayos realizados y que los mismos sean
confiables para el uso que se les tiene destinado. En este sentido debe demostrarse que los
métodos de ensayo que se aplican tienen un desempefio adecuado, asi como sus equipos y
personal técnico. Por ello, en estos se exige la existencia de procedimientos encaminados a

asegurar la confiabilidad de los resultados analiticos obtenidos.

Por todo lo anterior, se ha identificado como problema cientifico a resolver el hecho de que
el laboratorio de control de la calidad del CBQ no cuenta con una técnica analitica sencilla,
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econdmica y fiable que permita determinar simultdneamente el contenido de G-1 y de su
impureza MBr en lotes de IFA G-1, ni con el calculo de la incertidumbre del resultado para

dicha técnica.
Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente hipotesis:

Es posible mejorar la calidad de los resultados analiticos de la determinacion del contenido de
G-1 y de su impureza MBr en el IFA G-1 si se desarrolla una técnica en el laboratorio de
control de la calidad del CBQ por cromatografia de gases con columna capilar y detector de

captura electrénica (GC-ECD), se valida y se calcula la incertidumbre del resultado.
Teniendo en cuenta lo anterior, se propone como objetivo general:

Realizar el procedimiento, la validacion y el célculo de la incertidumbre del resultado para la
técnica de determinacion simultdnea del contenido de G-1 y MBr en el IFA G-1 por

cromatografia de gases con columna capilar y detector de captura electronica (GC-ECD).
Como objetivos especificos se proponen:

1. Desarrollar una técnica para la determinacion simultanea del contenido de G-1 y su
impureza MBr en el IFA G-1 por cromatografia de gases con detector de captura

electronica.

2. Validar la técnica para la determinacion simultanea del contenido de G-1 y su impureza
MBr en el IFA G-1 por cromatografia de gases con detector de captura electronica.

3. Calcular la incertidumbre del resultado para G-1 y MBr obtenido a partir de la técnica
para la determinacion simultanea del contenido de G-1 y su impureza MBr en el IFA G-1

por cromatografia de gases con detector de captura electronica.
Organizacion del informe

Este informe esta estructurado de la forma siguiente: Una Introduccion, que hace referencia
al problema cientifico a resolver, se formula la hipétesis y se proponen los objetivos generales
y especificos que se deben cumplir al culminarse el trabajo, Revision Bibliografica con los
temas de interés para el trabajo, Materiales y Métodos utilizados en el desarrollo de la

investigacion y Resultados y Discusién de los temas abordados. Culmina con las
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Conclusiones y Recomendaciones derivadas de la investigacion realizada y una relacion de

la Bibliografia consultada.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. GENERALIDADES

La industria farmacéutica es la encargada de producir medicamentos, por lo que requiere de

una exigente politica de calidad que proteja los intereses del paciente y de la sociedad.

Existen regulaciones que deben cumplirse en los laboratorios de control de medicamentos
para que los productos farmacéuticos se obtengan con la calidad requerida, por lo que se
deben aplicar métodos y procedimientos apropiados para todos los ensayos. Estos métodos

deben estar validados y es importante ademas, que se estime la incertidumbre de la medicion.

Uno de los ensayos mas importantes que se debe tener en cuenta cuando se analiza la calidad

de un medicamento es la determinacion de la pureza.

2.1.1. Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA). 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano
(G-1)

El CECMED es la Autoridad Reguladora de Medicamentos en Cuba y estipula, que un

ingrediente farmaceutico activo es:

“cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinada a ser usada en la fabricacion de un
producto farmacéutico y que, cuando se use, constituye el ingrediente activo del mismo. Tales
sustancias estan destinadas a ejercer una actividad farmacoldgica u otro efecto directo en el
diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento o prevencion de enfermedades o a afectar la

estructura y funcion del organismo?, [Reoulacion 16, 2012 37.2012]

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1) es un ingrediente farmacéutico activo cuya
accion farmacologica estd dada por las propiedades bactericidas y fungicidas que presenta,
con un mecanismo de accion que difiere de los antibidticos y fungicidas que se utilizan en la

- Gonzalez, O.y Col., 1993, I; Gonzalez, O. y Col., 1993, II; Gonzélez, O. y Col., 1993, Ill, Gonzalez, O. y Col., 1993, IV].
actualidad ! y y y y VI

se obtiene por via sintética en el CBQ, su formula estructural se muestra en la figura 1.
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NO2

Br Br

Figura 1. Férmula estructural del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1)

El G-1 se presenta en forma de solido cristalino de color amarillo con olor caracteristico, tiene
una masa molecular de 296,924 g/mol y su temperatura de fusién es de 89 'C - 92 "C. Segln
las categorias que establece la Farmacopea de los Estados Unidos, [US? 20421 g| G-1es muy
facilmente soluble en dimetilformamida, facilmente soluble en éter etilico, cloroformo,
dimetilsulféxido y benceno; soluble en tetracloruro de carbono y polietilenglicol 400, poco
soluble en metanol absoluto y etanol 90°, dificilmente soluble en etanol 70° y n-hexano, y

muy dificilmente soluble en agua. Por¢e By Col. 199311]

En el proceso de sintesis de G-1 se obtiene como impureza el 2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano

conocido como MBr. De formula global C¢H4sBrNO3 y masa molecular de 218,0065 g/mol.
[Jorge, E. y Col., 1993 I1]

2.1.2. Técnicas analiticas empleadas en la determinacion de la pureza de G-1 [Permefural
2014]

Dentro de las técnicas analiticas empleadas para la determinacion de la pureza y de su
principal impureza en el G-1se encuentran:

» Método volumétrico, desarrollado en el Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM), en 1992.

» Técnica por cromatografia liquida (HPLC) en fase normal, desarrollada en el CIDEM, en
1992.

» Técnica por cromatografia de gases con detector de ionizacion por Illama (FID) con

columna empacada, desarrollada en el CBQ, en 1992.

» Técnica por cromatografia liquida (HPLC) en fase inversa, desarrollada en el CBQ, en
1998.
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» Técnica por cromatografia de gases con detector de ionizacion por llama (FID) con

columna capilar, desarrollada en el CBQ, en 2005.
2.2. CROMATOG RAFI'A [Rubinson, K.A & Rubinson, J.F., 2001;; Dierksmeier, G., 2005]
2.2.1. Generalidades

La cromatografia es la ciencia y el arte de separar entre si los componentes de una sustancia.
Se pueden separar las moléculas en funcion de sus cargas moleculares, sus tamafios
moleculares, sus masas moleculares, la polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, sus
constantes de ionizacion o en funcion de la disposicion de sus enlaces. Como resultado, hay
una gran cantidad de técnicas para llevar a cabo la separacion de una sustancia, la cual tiene
lugar en gases, liquidos y fluidos supercriticos, de ahi la denominacion de Cromatografia de
Gases (CG) Cromatografia Liquida (CL) y Cromatografia de fluidos supercriticos (CFS),

respectivamente.

Las técnicas cromatograficas se fundamentan en el empleo de una columna de cromatografia
consistente en un tubo relleno con un material sélido sobre cuya superficie se enlazan las
moléculas, conocido como soporte sélido, sorbente, fase estatica, materia empaquetada o fase
estacionaria (mineral, polimeros organicos e inorganicos o solidos recubiertos de liquidos). La
muestra se introduce en una fase fluida en movimiento -un liquido o gas- denominada fase
movil. La fase movil transporta la muestra a través de la fase estacionaria proporcionando la
separacion. Las interacciones fisicas tienen lugar en la superficie de la fase estacionaria con la
misma superficie del soporte sélido, con liquidos que estén en contacto con esa superficie o

con moléculas enlazadas a dicha superficie.

En los anélisis modernos es posible detectar los componentes separados midiendo los cambios
que se producen en una serie de diferentes propiedades fisicas o quimicas: conduccion de
corriente electrica, absorcion de luz y habilidad para conducir el calor, por citar solo algunos.
Para esto se utiliza el detector el cual registra los cambios que se producen en alguna
propiedad del eluyente que pasa por él. Estos cambios son producidos en forma de grafica
observandose la aparicién de una serie de picos a lo largo del tiempo. Esta grafica que recoge

la respuesta del detector en funcién del tiempo se denomina cromatograma.
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Es de interés de este trabajo la Cromatografia de Gases, por eso se dedican los siguientes

acépites a determinados aspectos importantes sobre este tipo de cromatografia.
2929 Cromatog rafia de gases (CG) [http://www.rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/8247/4/T3gascromat.pdf]

La cromatografia de gases es un método fisico de separacion en el que la fase mdvil es un gas;
comunmente se emplean helio y nitrégeno, mientras que la fase estacionaria, contenida en una
columna, es un sélido o un liquido impregnado en un soporte sélido inerte, 0 una pelicula
liquida que recubre uniformemente las paredes de la columna, en ella se produce la

separacion de los solutos.

Cuando la fase estacionaria es de baja polaridad la separacion se produce en base a la
volatilidad relativa de los compuestos, la cual esta en funcién de la temperatura de ebullicion
y esta a su vez estd en correspondencia con la masa molar y la distribucion espacial de la

molécula.

La cromatografia de gases es el método de eleccién para la separacion de sustancias volatiles
y térmicamente estables. Este campo de aplicacién involucra un enorme nimero de sustancias
organicas y organometalicas, asi como gases permanentes, lo cual convierte a la técnica en

una de las mas versatiles y potentes en el laboratorio analitico.

Ninguna otra técnica de separacion es capaz de proporcionar una resolucion equivalente y a la
vez, una sensibilidad tan elevada. Esto significa que, en realidad, la principal limitacion de la
técnica esta en la estabilidad térmica de los componentes de la mezcla o de la propia matriz.

2.2.2.1. Instrumentacion [Willard, H., 1991; Skoog, D. & Leary, J., 1994].

La cromatografia de gases se lleva a cabo en un cromatdgrafo de gases, figura 2. Este consta
de diversos componentes como, el sistema de inyecciébn de muestra, la columna

(generalmente dentro de un horno) y el detector.
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Figura 2. Diagrama de un cromatdgrafo de gases

Sistema de inyeccién de muestra

La inyeccién de la muestra es un apartado critico, se debe inyectar una cantidad adecuada, y
debe introducirse de tal forma (como un "tapon de vapor™) que sea rapida para evitar el
ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da con cantidades elevadas de analito.
El método més utilizado emplea una microjeringa (de capacidades de varios microlitros) para
introducir el analito en una camara de vaporizacion instantanea. Esta camara debe estar a 50
°C por encima de la temperatura de ebullicion del componente menos volatil, y esta sellada

por una junta de goma de silicona llamado septa o septum, figura 3.


http://es.wikipedia.org/wiki/Silicona
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Jeringa
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Purga del septum
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Figura 3. Inyector de muestra para un cromatégrafo de gases (GC)

Columna

La columna es el lugar donde ocurre la separacién. Se dice que es el corazon de un
cromatdgrafo. En la cromatografia de gases se emplean dos tipos de columnas: las
empaquetadas o de relleno y las tubulares abiertas o capilares. La longitud de estas columnas
es variable, de 2 m a 50 m. Los materiales con los cuales generalmente se pueden elaborar las
columnas son: cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio o silice fundida. Debido a su longitud
y a la necesidad de ser introducidas en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma

helicoidal con didametros de 10 cm a 30 cm, dependiendo del tamafio del horno.

Hay numerosos factores que afectan la eficacia de una columna, entre ellos los mas
importantes son: su longitud, diametro, temperatura, material del cual estad elaborada y
enrollado, tamafio de las particulas del relleno, naturaleza de las fases, cantidad de fase

estacionaria, velocidad del gas portador y cantidad de muestra inyectada.
Detectores

Durante el desarrollo de la cromatografia de gases se han investigado y utilizado docenas de

detectores.

En cromatografia de gases un detector funciona comparando una propiedad fisica entre el gas

portador puro y el mismo gas portador llevando cada uno de los componentes que
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previamente se han separado en la columna, esta accion se traduce en una sefial de tipo
eléctrica, que posteriormente se amplificard y se obtendra mediante un registrador grafico o

integrador, permitiendo indicar el momento que eluyen de la columna los componentes.
Un detector ideal tiene las siguientes caracteristicas:

1. Adecuada sensibilidad.

2. Buena estabilidad y reproducibilidad.

3. Una respuesta lineal para los analitos que se extienda a varios 6rdenes de  magnitud.

4. Un intervalo de temperaturas de trabajo comprendido desde la temperatura ambiente hasta

al menos 400 °C.
5. Un tiempo de respuesta corto que lo haga independiente del caudal.

6. Alta fiabilidad y manejo sencillo. Hasta el punto de estar a prueba de la impericia de

operadores inexpertos.

7. Respuesta semejante para todos los analitos, o por el contrario, una respuesta selectiva y

altamente predecible para una o mas clases de analitos.
8. No destructivo de la muestra.

De hecho, no hay detector que relna todas esas caracteristicas, y tampoco parece probable

que pueda llegar a disefiarse nunca.

Entre los detectores que se emplean en cromatografia de gases se encuentran el detector de
conductividad térmica, el de ionizacion por llama, el de captura electronica, el de fotometria
de Ilama, el de nitrégeno — fosforo, el de ionizacion de llama alcalina y el detector de

espectrometria de masas, entre otros.

De ellos un detector ampliamente utilizado y de interés en este trabajo es el de captura
electronica. Este ocupa probablemente el segundo lugar entre los detectores de mas
utilizacion, debido a su excepcional sensibilidad (es probablemente el dispositivo analitico
mas sensible que se conoce) este hecho junto a su selectividad hacia compuestos de enorme
interés (fundamentalmente en los campos de la toxicologia y el medio ambiente) hacen que

sea enormemente utilizado para la deteccion y la cuantificacion de trazas.
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El detector de captura de electrones es de respuesta selectiva, siendo muy sensible a las
moléculas que contienen grupos funcionales electronegativos tales como haldgenos,
peroxidos, quinonas, y grupos nitro; en cambio, no es sensible a grupos funcionales como

aminas, alcoholes e hidrocarburos.

Los detectores de captura de electrones ademas de ser altamente sensibles tienen la ventaja de
no alterar la muestra de manera significativa (a diferencia del detector de llama). Por otra

parte, su intervalo lineal de respuesta normalmente se limita a unos dos 6rdenes de magnitud.

El detector de captura electronica consiste en una cavidad que contienen dos electrodos y una
fuente de radiacion. Las colisiones entre los electrones (emision B) emitidos por la fuente de
%Ni 0 *H y el gas portador (metano més argén o mas nitrégeno), producen un plasma que
contienen electrones e iones positivos y estos electrones son atraidos hacia el &nodo. Cuando
pasa por el detector un compuesto que contiene atomos electronegativos, algunos de los
electrones seran capturados, produciendo iones negativos y la corriente de electrones hacia el
anodo disminuird, figura 5. Los factores de respuesta de un detector de captura electrénica son
funcién del tipo y del nimero de &tomos electronegativos que existen en una molécula

determinada.

Unflujo continuo de electrones lentos

i i :
— — se establece entre un anode (fuente
I railioactiva
B -emisora) y un catodo.

&

Al pasaje de una sustancia &,
electrofilica aljunos electrones @ .
son absorbidos, resultando una . i‘
supresion de corriente eléctrica. &

¢ 4§

Figura 4. Principio de funcionamiento del detector de captura electrénica
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2.3. VALI DAClON [Regulacion No 41, 2007 del CECMED; Regulacion No 37, 2012 (anexo 1)]

El concepto de validacion en la fabricacion de productos farmacéuticos surgio hace més de 20
afios, fue cuando la Food and Drug Administration (FDA) revis6 las normas relativas al
control de la fabricacion de los productos farmacéuticos, dichas normas son conocidas como
Buenas Practicas de Fabricacion (BPP) y en 1978, la palabra validacion aparecié por vez

primera en algunas de sus secciones.

La validacion es el establecimiento de pruebas documentales que aportan un alto grado de

seguridad, de que un proceso planificado se efectuara uniformemente en conformidad con los
resultados pI'EViStOS especificado [Regulacién No 41, 2007 del CECMED; Ramos, T, 2008; Regulacion No 37, 2012

(anexo 1)]

Existen varias definiciones en la literatura para el término validacion, pero todas tienen el
mismo fundamento [Aromi,D.P. et al, 2001; Aguirre Ortega,L. y col 2001; Castifieira Diaz, M., & Gonzalez San Miguel, H.M.,

2002; ICH, 2005; 1SO 9000, 2005; Alonso, H., 2006; NC ISO/IEC 17025, 2006; NC: TS-368, 2010; http://www.fda.gov]

En la Regulacion No 37, 2012 (anexo 1) del CECMED se define como validacion: el
establecimiento de pruebas documentales que aportan un alto grado de seguridad, de que un
proceso planificado se efectuara uniformemente en conformidad con los resultados previstos

especificado.

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los resultados
entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza la validacién de un método
por parte del laboratorio, lo que se busca es poder determinar con fundamento estadistico que

el método es adecuado para los fines previstos.
En general, se establece que el laboratorio DEBE validar:

1. Métodos no normalizados: Corresponden a métodos desarrollados por el laboratorio o
método nuevos (ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien, a métodos que

tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no estan normalizados.
2. Método normalizado con una modificacion significativa.

Cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté

normalizado, se puede realizar una Validacion Retrospectiva, es decir, en base a los datos
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experimentales que el laboratorio dispone, para la cual se realizara la recopilacion de la mayor
cantidad de datos histéricos disponibles, para luego realizar un proceso de ordenamiento y
seleccion de los datos recopilados, estos datos pueden ser: curvas de calibracion, resultados de
ensayos, cartas de control, ensayos de aptitud, etc. A través de estos, se deberan determinar
los parametros de validaciéon, y evaluar si los resultados obtenidos para los fines de la técnica

son aceptables.

En caso de ser un método nuevo (o uno antiguo del que no se dispongan de datos suficientes)
se debe realizar una Validacion Prospectiva, generando a través de analisis datos

experimentales.
En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validacién menor o verificacion.

La verificacion, tiene generalmente como objetivo, el comprobar que el laboratorio domina el
método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente.

[http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/ Guia técnica de validacion]

En fin, el objetivo de la validacion y la verificacion, es demostrar que el método utilizado por
un laboratorio es adecuado para la aplicacién en la que se propone utilizar, asi, como también
demostrar que las modificaciones que pudieron haberse realizado no afectan su desempefio, ni
la confiabilidad de los resultados por este entregado. En relacion a los parametros de

validacion o verificacion estos deberan determinarse de acuerdo al tipo de método. [Reautacion Ne.

41-2007; 37, 2012 (anexol) del CECMED; http://www.laboratoriometrologico.com]

2.3.1. Determinacion de los parametros de desempefio de los métodos analiticos

Existen caracteristicas de funcionamiento que definen la aptitud de un método analitico para

el uso al que se destina. Dichas caracteristicas son las siguientes.

Caracteristicas de practicabilidad: Son las que deciden si el procedimiento analitico es facil o

dificilmente realizable en la practica. Los parametros de practicabilidad se evaltan en la fase
de desarrollo del método analitico: tiempo, coste, tamafio de la muestra, calificacién del

personal, tipo de equipo e instrumentacion, condiciones de seguridad, etc.

Caracteristicas de idoneidad: Son el conjunto de pardmetros que garantizan que el sistema

responde, en el momento del andlisis, a los requisitos fijados en la validacion del método. La
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idoneidad verifica el buen funcionamiento del sistema (instrumento y método) en el momento

de su uso.

Caracteristicas de fiabilidad: Son las que demuestran la capacidad de un método analitico para

mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion. Los parametros que
expresan la fiabilidad de los métodos analiticos son: linealidad, veracidad, precision, limite de

deteccion y cuantificacion y selectividad o especificidad. [ M- 1989 Calpena, A.C., 1990; Eurachem,
2000; ICH, 2005]

La validacion esta determinada por el propdsito del método. Segun la Regulacion 41:2007 y
37, 2012, (anexo 1) del CECMED los métodos desarrollados en el laboratorio requieren una

validacion exhaustiva.
Los parametros a evaluar para un método desarrollado por el laboratorio son:

v" Linealidad.

<\

Precision: repetibilidad, reproducibilidad (siempre que proceda) y precision intermedia.

Exactitud. (Veracidad)

AN

Especificidad. (Selectividad)

<\

Limites de deteccion y cuantificacion.

v" Robustez.

2.3.1.1. Linealidad [ICH., 2005; Regulacion 41, 2007 del CECMED; NC TS 368, 2010; Regulacion 37, 2012, (anexo 1)]

La linealidad de un procedimiento analitico, es su capacidad (dentro de un intervalo dado)
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion (la cantidad)
de analito en la muestra, puede expresarse como la pendiente de la linea de regresién y su

varianza o como el coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de correlacion (R).

En ensayos quimico—fisicos el estudio de linealidad se puede efectuar tanto con material de
referencia del analito, como con muestras problemas que contengan concentraciones
crecientes de analito que cubran el intervalo del método. Cuando se trata de la valoracion de
una materia prima se analizan de 3 a 5 soluciones patrén en un intervalo de concentraciones
entre 80 % y 120 % de la concentracion tedrica para el IFA o producto terminado y desde el
nivel reportado hasta el 120 % de la especificacion para la impureza.
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Para verificar la linealidad y la proporcionalidad se evaluaran los datos estadisticamente de la

siguiente forma:

e Significacion de la regresidn: Los resultados se presentan graficamente y se informa la

ecuacion de regresion lineal, asi como el coeficiente de correlacion y el de determinacion. Si
la correlacién no es lineal, pueden estimarse los pardmetros en la curva pertinente, ya sea
utilizando el método de los minimos cuadrados, o por medio de metodos numéricos si el

problema no puede resolverse analiticamente.

e Verificacion de linealidad: Se realiza por diferentes procedimientos.

+ Determinacion del coeficiente de variacion de los factores respuesta, CVs.

% Evaluacion de la significacion estadistica de la varianza de la pendiente o coeficiente

de regresion, Sp.

+ La desviacién estandar o error estandar de la pendiente, Sy, y la desviacion estandar

relativa, Sprel. %.
% Los limites de confianza de la pendiente y el grado de significacion.

e Verificacion de proporcionalidad: La intercepcion con el eje de ordenadas (intercepto) da

el error sistemético del método.
¢ Limites de confianza del término independiente.

++ Significacion estadistica del intercepto (a).

2.3.1.2. Precisién [Regulacion 41, 2007 del CECMED; Regulacion 37, 2012 (anexo 1)]

La precision es el grado de concordancia de los valores de una serie repetida de ensayos
analiticos, efectuados sobre una muestra homogénea. Es la distribucion de los valores

analiticos alrededor de su media y se expresa como el coeficiente de variacion (CV).

La precision de un analisis s6lo depende de la distribucion de los errores aleatorios del
analisis, y no debe confundirse con la veracidad. Normalmente se expresa la precision como
la desviacion tipica de los resultados analiticos. Una desviacion tipica pequefia equivale a una
elevada (o0 buena) precisién, y una desviacion tipica grande equivale a una baja (o pobre)
precision. El concepto de precision solo es apropiado para los analisis cuantitativos. La

precision es un concepto relativo, totalmente dependiente de las "condiciones especificas”
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mencionadas anteriormente en la definicion: los extremos son las condiciones de repetibilidad
[Castro, 1989; NC TS 368, 2010]

y de reproducibilidad

La determinacion de la precision se puede realizar a 3 niveles de concentracion, siempre que
proceda: intraensayo (repetibilidad), interensayo (precision intermedia) e interlaboratorios
(reproducibilidad). Las muestras a incluir en este estudio seran lotes de produccion, es decir

muestras reales.

La repetibilidad es la medida de la precision de un método llevada a cabo sobre la base de un
numero suficiente de determinaciones de una mezcla homogenea del producto, en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio con los
mismos equipos Y reactivos; generalmente en un corto intervalo de tiempo, por lo cual evalla

la variabilidad intrinseca del proceso.

La precision intermedia es la medida de la precision dentro de un laboratorio cuando se
emplea una muestra homogénea y se analiza en condiciones diferentes, es decir analista
diferente y dia diferente en equipo diferente. Refleja las condiciones reales dentro del
laboratorio.

La reproducibilidad es la medida de la precision de los resultados de un método analitico que
se efectla sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes: analistas, laboratorios,
equipos y dias, entre otras. Es decir, evalla la variabilidad debida a un factor intrinseco al
método. Es la precision interlaboratorio que se evalla en el marco de estudios colaborativos.

En ensayos quimico—fisicos la evaluacion de la precision se puede realizar de la siguiente

manera:

e Repetibilidad:

- Preparando muestras de 3 concentraciones diferentes, inferior, media y superior del

intervalo especificado y realizar 3 réplicas de cada una, o,
- Realizando un minimo de 6 determinaciones a la concentracion del 100 %.

e Precision intermedia:

- Evaluando 3 concentraciones de una muestra (como minimo), o,

- Realizando 3 réplicas de la concentracion al 100 %,
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Por triplicado en dias diferentes por al menos 2 analistas. Pueden emplearse instrumentos

diferentes.

e Reproducibilidad: Esta puede ser evaluada por medio de ensayos interlaboratorios. Este

pardmetro no es obligatorio a menos que se quiera estandarizar el procedimiento analitico,

por ejemplo, para su inclusion en farmacopeas.

En cada caso se evaluara la media (Xy), la desviacion estandar tipica (S) y el coeficiente de
variacion, CV (%); ademas se implementaran pruebas de significacion adecuadas para medias
y varianzas, siempre que proceda. Los resultados de los estudios de precision se expresaran en
términos de CV, el cual no excedera el 5% de variabilidad total en ensayos fisico—quimicos.
Generalmente se aceptaran variabilidades menores para algunos métodos como los
cromatograficos (< 2%) y los espectrofotométricos (< 3%). La variabilidad aceptada en
estudios de repetibilidad sera menor para andlisis de IFA que para determinacion de

impurezas o de producto terminado, por la influencia de la concentracion de analito.
2.3.1.3. Exactitud (Veracidad) [Regulacién 41: 2007 del CECMED; Regulacion 37: 2012 anexo 1]

Es el grado de concordancia entre el valor hallado experimentalmente (observado) en el
andlisis con el valor verdadero (esperado) e indica la capacidad del método analitico para dar
resultados lo mas préximo posible al valor verdadero. Si la diferencia entre el valor hallado y
el verdadero es pequefia la exactitud es buena. Una diferencia grande significa que la
exactitud es inadecuada y revela la existencia de errores determinados que deberian

corregirse.

Estadisticamente suele efectuarse un test de student para la determinar si el valor medio
hallado y el valor considerado verdadero no difieren significativamente para un grado de

probabilidad determinado.

La evaluacion de la exactitud se puede realizar calculando el porcentaje de recuperacion en
todo el intervalo de la valoracion o evaluando la linealidad de la relacion entre las

concentraciones estimadas y las reales.

Para la determinacion de este parametro en ensayos quimico-fisicos se pueden usar varios

métodos:
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Para la cuantificacion de IFA se pueden realizar andlisis repetidos de muestras de
concentraciones conocidas diferentes, utilizando 3 concentraciones como minimo (intervalo
alto, medio y bajo) y realizando los anélisis por triplicado. Para la cuantificacion de impurezas
se pueden analizar muestras (IFA o producto terminado) a las que se adicionan cantidades

conocidas de impurezas o productos de degradacion.

En este tipo de estudio, se evaluara la influencia del factor concentracion.

231.4 Especificidad [Regulacién 41, 2007 del CECMED; Regulacién 37, 2012 (anexo 1)]

La especificidad (o selectividad) es la capacidad de un método analitico de detectar
inequivocamente el analito en presencia de compuestos que pueden estar presentes en la
muestra (impurezas, productos de degradacion, componentes de la matriz, etc.). !C™ 200

También se expresa como el desvio o error porcentual entre el valor medido y conocido.

La evaluacion de la especificidad dependera de las caracteristicas del método de ensayo, del

uso propuesto y del tipo de muestra que se vaya a analizar.

En funcion de las caracteristicas del método de ensayo la evaluacion de la especificidad debe

estar dirigida a:

e Identidad: el método es capaz de identificar el principio activo en presencia de otras

sustancias.

e Pureza: el método permite una evaluacion cualitativa o cuantitativa de las impurezas

especificas.

e Determinacion cuantitativa de un componente (0 para ensayos de actividad): la sefal

medida por el método analitico corresponde exclusivamente al analito sin interferencias

de excipientes, productos de degradacion y/o impurezas.

En ensayos quimico-fisicos la evaluacion de la especificidad se puede hacer de la siguiente

forma:
Para determinacioén en IFA

e Evaluacion de impurezas: Comparando un patron contra la misma muestra cargada con

contaminantes potenciales a concentraciones no inferiores a los limites establecidos, o en

una proporcion no superior al 1% de cada contaminante. Las muestras se analizan en
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paralelo como minimo en 3 ensayos diferentes. Se determina el porciento de recuperacion

y su significacion estadistica.

e Evaluacion de productos de degradacion: Se procedera de forma similar a la anterior. En

caso de que no se disponga de productos de degradacion, se comparara el patron contra un
lote de IFA envejecido y/o sometido a condiciones de estrés previamente evaluadas.

e Se desconoce la estructura de un contaminante 0 no existe disponibilidad del mismo:

Analizando el patron y el lote de IFA envejecido y/o sometido a condiciones de estrés por
el método en cuestion y por un método complementario de mayor especificidad. La
especificidad estard determinada por el grado de coincidencia entre ellos.

2.3.1.5. Limites de deteccién y cuantificacion [Regulacién 41, 2007 del CECMED; Regulacién 37, 2012 (anexo 1)]

El limite de deteccidn es la cantidad mas baja de analito que puede detectarse, pero no

necesariamente cuantificarse, como una concentracién o cantidad exacta.

El limite de cuantificacion es la cantidad mas baja de analito que puede medirse

cuantitativamente en una muestra con exactitud y precision aceptables.

Es un parametro de ensayo cuantitativo para niveles bajos de compuestos en la muestra y se

usa, particularmente, para la determinacion de impurezas y/o productos de degradacion. ['“H-

2005]

Pueden utilizarse diferentes procedimientos para realizar la determinacion del limite de

deteccion y cuantificacion:
e Relacién sefial / ruido.
e Estudio de la menor cantidad detectable.

e Estimacion del limite de deteccion mediante el valor de la ordenada en el origen

expresado en unidades de concentracion.
e Analisis repetido del blanco de la muestra.

e Extrapolacion a concentracién cero de muestras que contienen baja concentracion de

analito.
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2.3.1.6. Robustez [Regulacidn 41, 2007 del CECMED; Regulacion 37, 2012 (anexo 1)]

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no ser afectado
por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los pardmetros del procedimiento. Debe
determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico. Capacidad del
procedimiento de producir resultados analiticos con exactitud y precision aceptables bajo
variadas condiciones.

[Diaz de Armas, M. (1998); http://www.usac.edu.gt/archivos/econtCurso_Validacion_de_Metodos_Analiticos_con_formulas.pdf;
http://www.ministeriodesalud.go.cr/empresas/protocolos/guiavalidacionmetodosanaliticos.pdf;
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/ Guia técnica de validacion;
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/12/GuiaTécnicadevalidaciondeMétodosydeterminaciondelaincertidumbredel

amedicion_1.pdf.]

2.4. INCERTIDUMBRE [Elizabeth Prichard, 1997; Eurachem, 2000; Colectivo de autores, Folleto 2003; NC TS 367,2008;

GUM, 2008; NC ISO/TS 21748, 2008]

2.4.1. Incertidumbre de las mediciones analiticas

La incertidumbre es un concepto ya introducido en el campo de las mediciones quimicas y

ha tenido una profunda repercusion en los conceptos y practicas de la Quimica Analitica.

Esta proporciona una idea de la calidad del resultado ya que indica cuanto puede alejarse un
resultado del valor considerado verdadero, por tanto los resultados siempre deben ir
acompafiados de su incertidumbre para que se puedan tomar decisiones basadas en los
mismos, [Sanchez. 2002; Maroto A., Boqué R., Riu J., Rius F.X. 2002] 4y e dfa es cada vez mas importante
que los resultados analiticos vayan acompafiados de su incertidumbre, la NC ISO/IEC 17025,
2006, constituye una base para la gestion de los laboratorios que desean demostrar su
competencia técnica y por tanto la confiabilidad de sus resultados. Este documento normativo
establece que los laboratorios deben tener y aplicar procedimientos para la estimacion de la
incertidumbre de la medicion. Ademéas al estimarla deben tener en cuenta todos los
componentes de la incertidumbre que sean de importancia en una situacion dada, utilizando

para esto métodos apropiados de anélisis. (NC 'SO/IEC 17025, 2006; Valdés, T, 2008]

Segun el “Vocabulario Internacional de Términos Basicos y Generales de Metrologia, BIPM,

20127, 1a incertidumbre de medicion es un parametro, asociado al resultado de una medicion,
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que caracteriza la dispersion de los valores que se podrian atribuir razonablemente a la
magnitud que se mide. Este parametro podria ser una desviacion estdndar o un intervalo que
indique un determinado rango de confianza. En este caso la incertidumbre de medicion abarca
todos los componentes de un ensayo. Algunos se pueden obtener mediante la interpretacion
de la dispersion estadistica de los resultados de una serie de mediciones, y otros se tienen que

obtener con métodos complementarios (planes de muestreo, experiencia). "M 2012

La evaluacion numérica de la incertidumbre en analisis quimico no es sencilla debido al
elevado numero de fuentes de error presentes en un procedimiento analitico, por tanto
diversas fuentes de incertidumbre estdn presentes en la aplicacion de un método de ensayo.
Précticamente cada paso analitico tiene asociado una fuente de incertidumbre.

Con respecto a la forma de calculo a emplear para evaluar la incertidumbre de la
medicion en andlisis quimico ha existido una amplia controversia internacional en
los dltimos afios. Actualmente se ha avanzado en este terreno y aunque todavia no existe
un consenso definitivo de cual método de estimacion es mejor, ya los profesionales de la
guimica cuentan con varios documentos de reconocimiento internacional que sirven de base
para la estimacion de la incertidumbre en Quimica Analitica. Estos documentos se basan en la
modelacion matematica del proceso de medicion o en la estimacion experimental de las
incertidumbres involucradas. Es apropiado vincular la estimacién de la incertidumbre con los

procesos de validacion de los métodos de ensayo.
2.4.2. Diferencia entre error e incertidumbre de medicion

El error es la diferencia entre lo medido y su valor verdadero. La incertidumbre es la
variacion que resulta de la medicion de la concentracion del analito en el material de ensayo
(muestra). El error es una diferencia mientras que la incertidumbre es un intervalo. Para
cuantificar el error de la medicion debe conocerse el valor verdadero o el valor
convencionalmente verdadero, mientras la estimacion de la incertidumbre de la medicién no

requiere que sea conocido el valor verdadero.
2.4.3. Valor verdadero y convencionalmente verdadero

Se define como valor verdadero al valor compatible con la definicion de una magnitud dada.

Seria aquel que se obtendria de una medicién perfecta lo cual es ideal.
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Se define como valor convencionalmente verdadero al valor atribuido a una magnitud
particular y aceptada, algunas veces por convenio, que tiene una incertidumbre apropiada para

un propésito dado.

Los valores asignados a los patrones de referencia son ejemplos practicos de valores

convencionalmente verdaderos.
2.4.4. Estimacion de la incertidumbre de medicion

La medicion y su incertidumbre son siempre estimadas dependientes, por ejemplo, del
método, la matriz y la concentracion del analito. Es importante establecer ademas, como se
hicieron los estimados. Debe establecerse cuales materiales fueron estudiados (cuando se
estima la incertidumbre). La utilizacién de soluciones sintéticas puede resultar en bajos
estimados, no reales, comparados con aquellos que pueden ser esperados cuando se analizan
muestras de ensayo auténticas. Sin embargo, las soluciones sintéticas pueden ser muy Utiles

en el control de la calidad de los instrumentos.
2.4.5. Metodologia para la estimacion de la incertidumbre de la medicion

En principio la estimacion de la incertidumbre de un resultado analitico es un proceso simple,

pero se requiere seguir una metodologia que incluye las siguientes etapas:
Especificacidn del mensurando.
Establecer el modelo matematico.

Identificar las fuentes de incertidumbre.

>
>
>
» Cuantificar cada fuente de incertidumbre.
» Combinar las incertidumbres estdndar de cada fuente.
» Expandir la incertidumbre. Incertidumbre expandida.
» Resultado de la medicion.

Es importante que para un método validado o verificado por el laboratorio, se realice la
determinacion de las diferentes fuentes o componentes de la incertidumbre de la medicion

presentes:

a) Muestreo
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b) Efectos de la muestra: tipo de matriz, almacenamiento, etc.

c) Sesgos instrumentales: Las debidas a las caracteristicas de los equipos utilizados para
realizar las medidas tales como: deriva, resolucion, magnitudes de influencia. Ejemplo:

temperatura.
d) Pureza de reactivos: materiales de referencia, preparacion de estandares.

e) Analista: Las debidas a la serie de mediciones: variaciones en observaciones repetidas
bajo condiciones aparentemente iguales. Ejemplo: paralelaje.

f) Condiciones de medicion:

% Las debidas al certificado de calibracion: en él se establecen las correcciones y las
incertidumbres asociadas a ellas, para un valor de k determinado, en las condiciones

de calibracion. Ejemplo: material volumétrico, etc.
% Otras condiciones de medicién: temperatura, humedad, etc.

g) Otras: Método (por ejemplo al interpolar en una recta), tablas (por ejemplo las

constantes), pesada, alicuota, efectos computacionales, etc.

Generalmente para el analisis de las fuentes de incertidumbre se utiliza el diagrama de espina
de pescado u otro tipo de disefio esquematico que permita con facilidad identificar las fuentes

de incertidumbre presentes durante el proceso analitico.
2.4.6. Tipos de incertidumbre

Seguln la Guia del Burd Internacional de Pesos y Medidas y la Organizacion Internacional de
patrones [B1PM: 20121 existen dos formas de evaluar la incertidumbre estandar, evaluacion tipo A
y evaluacién tipo B. La clasificacién de la incertidumbre en tipo A o tipo B solo responde a la
forma en que es evaluada y no tiene implicaciones en la calidad del reporte final de

incertidumbre.
2.4.6.1. Métodos para evaluar la incertidumbre estandar

La incertidumbre asociada con el resultado de una medicion es evaluada a partir de varias
componentes, debidas a los efectos aleatorios y sistematicos que ocurren en el proceso de

medicion, cada una de la cuales puede evaluarse por dos metodos diferentes:
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» Evaluacion tipo A de la incertidumbre estandar. Evaluadas a partir del resultado de series

de mediciones. Se caracteriza por la desviacién estandar.

» Evaluacion tipo B de la incertidumbre estdndar. Evaluadas a partir distribuciones de
probabilidad supuestas. Se caracteriza también por la desviacion estandar.

2.4.6.2. Evaluacién de incertidumbre tipo A [6VM 20081

La incertidumbre tipo A es aquella que es obtenida a partir de una serie de mediciones del

mensurando y se cuantifica por medio de la desviacion estandar.

La incertidumbre tipo A es, por tanto, obtenida a partir de una distribucion de probabilidad
basada en frecuencia de ocurrencia, de aqui que mientras mayor sea el niUmero de mediciones
(n), mejor estimado de la media y de la dispersion de los valores se obtendrén, pero ello esta

limitado por razones de tiempo y recursos.

No obstante, es necesario tener en cuenta si realmente las mediciones repetidas son totalmente
independientes y analizar si las influencias asumidas como aleatorias realmente lo son, pues
puede ocurrir que la dispersion varie con el tiempo en cuyo caso habra que definir esa

dependencia.

Cuando el numero de mediciones (n) es pequefio, es necesario multiplicar por un factor para
tener mas confianza. Un valor de incertidumbre reportado a partir de n pequefia es poco
confiable. Si 1 < n < 10, y si ademas no se cuenta con alguna estimacion basada en la
experiencia o0 datos previos, entonces el resultado de la incertidumbre de tipo A debe
calcularse multiplicando el valor de S (X') por los valores del factor t que estan basados en la

distribucion “t” de Student.
Si n > 10, entonces solamente seria S (X).

La seleccion de la incertidumbre Tipo A puede dar buena informacion de las caracteristicas
del mensurando, pero la calidad de la misma depende del nimero de observaciones. Al

decidir por una evaluacion Tipo A hay observar las siguientes reglas:

s Esclarecer si las observaciones repetidas son completamente independientes (para no

correr el riesgo de perder informacién sobre la variabilidad del mensurando).
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% Si el procedimiento de medicion plantea ajuste de cero con respecto a un punto de

referencia, es necesario hacerlo cada vez que se tome una observacion.

% Comprobar que las influencias asumidas como aleatorias tengan realmente esa
caracteristica y que sus medias y varianzas no dependan del tiempo o, en caso afirmativo,
definir estas dependencias.

2.4.6.3. Evaluacion de incertidumbre tipo B [6UM 2008]

Una evaluacion de tipo B de la incertidumbre estandar se realiza cuando no se dispone de
informacion sobre la magnitud dada para hacer un analisis estadistico. En tal caso, la
incertidumbre se evalUa a partir de juicio cientifico mediante toda la informacion de que se

disponga sobre la posible variabilidad dada.

El conjunto de esta informacion puede incluir:

o Definicion incompleta del mensurando o realizacion imperfecta de su definicion.
e Si el muestreo forma parte del proceso, este aporta incertidumbre.

e Efecto de las condiciones ambientales o medicion incorrecta de estas influencias.
e Apreciacion o resolucién.

e Valores inexactos de patrones y materiales de referencia.

e Valores inexactos de constantes incorporadas al modelo de la medicion.

e Variaciones en observaciones repetidas (variabilidad de los resultados).

e Laque aportan los instrumentos utilizados (balanzas, volumétricos, etc.).

e Suposiciones incorporadas en los métodos.

e Heterogeneidad entre las muestras (variabilidad).

e Error sistematico en el proceso de toma de muestra.

e Falta de representatividad de la muestra.

e Estado fisico de la muestra.

e Efectos de la presion, temperatura, la luz, etc., sobre la muestra.
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e Afectacion de la muestra por el propio proceso de muestreo y el almacenamiento.
e Contaminacion de la muestra.

e Procedimiento de sub-muestreo.

e Disolucion, errores de dilucion, extraccion, contaminacion.

e Puesta a punto de los parametros de los instrumentos.

e Recobrado del analito.

e Efectos del operador (determinacion de punto final, etc.)

e Impurezas de los reactivos.

e Estabilidad de la muestra (afectaciones por la humedad, temperatura, etc).

e Contaminaciones entre muestras.

e Efecto Matriz (su composicion afecta el recobrado o la respuesta de un instrumento)

e Estequiometria asumida (Desviaciones de la reaccion esperada, reaccidén incompleta,

reacciones colaterales).
e Curva de calibracion (una de las mas importantes).
e Correccion del blanco (importante en el andlisis de trazas).

El uso adecuado de la informacion de que se dispone para una evaluacion tipo B de la
incertidumbre estandar requiere de una vision basada en la experiencia y el conocimiento que
se tenga del proceso de medicién (principio, método y los instrumentos de medicién). Una
evaluacion de incertidumbre estandar tipo B puede ser tan confiable como una de tipo A,
especialmente cuando una evaluacion de tipo A se base en un nUmero pequefio de
observaciones. La evaluacion de la incertidumbre de tipo B incluye la asignacion de un valor
y la determinacion de la distribucion correspondiente, asi podemos encontrarnos con diversas

situaciones, entre las mas frecuentes podemos mencionar:

a) Distribucidn rectangular

Frecuentemente sucede que solo es posible establecer que todos los valores de una variable

aleatoria estan comprendidos en un intervalo entre a_ y a., y que cualquiera de los posibles
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valores tiene igual probabilidad de ocurrencia. En este caso, se dice que la variable aleatoria

cumple una ley de distribucion rectangular o uniforme.

Ejemplos tipicos de aplicacion de esta distribucién son:

v Resolucion de un instrumento.

v Informacién técnica sobre el Error Maximo Permisible (EMP) de un instrumento de

medicion.

También la incertidumbre relacionada con el namero finito de cifras significativas de datos
tomados de la literatura puede ser tratada de esta manera (siempre y cuando no haya indicios
que la incertidumbre en realidad es mayor que la incertidumbre relacionada con la Gltima cifra

significativa). Si se aplica a la resolucién o a los datos de la literatura, a corresponde al ultimo

digito significativo o a la Gltima cifra significativa respectivamente.

En general, cuando exclusivamente hay conocimiento de los limites superior e inferior del
intervalo de variabilidad de la magnitud de entrada, lo méas conservador es suponer una

distribucion rectangular.

b) Distribucién triangular

En el caso que la probabilidad de que la variable aleatoria tome los valores en el intervalo
entre a- y a+, tenga un valor maximo en el centro del intervalo y disminuya linealmente hacia
los extremos del mismo hasta cero, estamos en presencia de una ley de distribucion

triangular.

Por ejemplo, en un bafio termostatico, que se utiliza para medir la densidad de un liquido, la
temperatura puede tener una ligera deriva. Si se mide la temperatura antes y después de la
medicién de la densidad (resultando en T; y T,), se puede suponer para el momento de la
medicion de la densidad una temperatura de (T1 + T,)/ 2 con una distribucion triangular entre
T,y To.

c) Distribucién normal o de Gauss

En la estadistica matemaética tiene gran importancia la denominada ley de distribucion normal

o ley de distribucion de Gauss. Es la piedra angular de la teoria estadistica moderna. Tiene
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forma simétrica acampanada cuyas colas se extienden indefinidamente en ambas direcciones.

Queda completamente determinada si se conoce su media y su desviacion estandar.
Ejemplos practicos de eventos con distribucion normal:

v Los resultados de una medicion repetida afectada por una o mas magnitudes de influencia

que varian aleatoriamente.
v" Laincertidumbre indicada en certificados de calibracion.
Teorema del limite central

Si una variable aleatoria X es la suma de un nimero grande de variables aleatorias
mutuamente independientes, y la influencia de cada una de ellas en toda la suma es

despreciable, entonces X tiende a una distribucion normal.
2.4.7. Calculo de la incertidumbre

En la practica, la incertidumbre en el resultado puede provenir de diversas fuentes incluyendo
por ejemplo, el muestreo, los efectos de matriz e interferentes, las condiciones ambientales, la
incertidumbre procedente de las balanzas y el material volumétrico, los valores de referencia,
las aproximaciones incorporadas al método y el procedimiento utilizado, las variaciones

aleatorias, etc.

Para estimar la incertidumbre total, es necesario considerar todas las fuentes de incertidumbre
que puedan ser significativas y obtener la contribucién individual de cada una de ellas
(denominada incertidumbre del componente). Las contribuciones deben ser expresadas como
desviaciones estandar y combinadas de acuerdo a las reglas apropiadas para dar la
incertidumbre combinada estdndar. Al expresarla como una desviacion estandar, la

incertidumbre del componente se denomina “incertidumbre estandar del componente”.

Aunque la incertidumbre combinada puede ser universalmente utilizada para expresar el
resultado de una medicion, es frecuentemente necesario dar una medida de la incertidumbre
de la medicién que defina un intervalo alrededor del resultado de la medicién en el cual se
estima que se encuentre el valor del mensurando con un alto nivel de confianza. La medida
adicional que cumple con el requisito de definir un intervalo del tipo indicado, es llamada

incertidumbre expandida y se denota por U(y), se obtiene al multiplicar la incertidumbre
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estandar combinada uc(y) por un factor de cobertura k. El valor general de k esta en el rango
de 2 a 3. La practica internacional generalmente aceptada recomienda un factor de cobertura
k = 2. Este valor de k va a proporcionar un intervalo con un nivel de confianza de
aproximadamente el 95 % si se cumplen las condiciones del Teorema de Limite Central y se

puede atribuir al mensurando “Y” una distribucion normal.

Si la aproximacion antes referida es satisfactoria en el caso dado, el resultado de la medicion
se expresard entonces como: Y =y £ U con k = 2, y se acompafiara por la siguiente

aclaracion:

“La incertidumbre expandida reportada se basa en una incertidumbre estandar multiplicada
por un factor de cobertura k, proporcionando un intervalo en el cual debe estar incluido el

valor del mensurando con un nivel de confianza de aproximadamente el 95 %”.

En la expresion final del resultado de la medicion, la incertidumbre debe reportarse con no
mas de 2 cifras significativas, y el valor del estimado del mensurando debe redondearse de
forma que no contenga cifras posteriores a la posicion decimal de la ultima significativa
reportada en la incertidumbre asignada al mismo. [Evebm de o 2008
http://200.57.73.228:75/pgtinformativo/VIGENTES_ENERO2013/Guias_Tecnicas/ANALITICA CG CL v02_.pdf;

http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/12/GuiaTécnicadevalidaciondeMétodosydeterminaciondelaincertidumbredel

amedicion_1.pdf.]
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http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/12/GuíaTécnicadevalidacióndeMétodosydeterminacióndelaincertidumbredelamedición_1.pdf
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2010/12/GuíaTécnicadevalidacióndeMétodosydeterminacióndelaincertidumbredelamedición_1.pdf
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIAL DE LABORATORIO
3.1.1. Equipos
» Cromatdgrafo de gases con detector de captura electrénica DANI / GC1000 con:
— Software Clarity Chromatografy Station/2.4.1; 2005.
— Autosampler Hta / HT310A.
— Detector ASPN — VA / ECD 86.10.
— Inyector SL / Split — Splitless.
— Generador de nitrogeno Dominick Hunter / G1001E.
— Compresor de aire JUN — AIR / OF 301.
» Balanza microanalitica Sartorius / MC5.
» Bafio ultrasonico SONOREX / RK 52.
» Campana de extraccion.
> Estufa WTB binder / DVE GS.
» Zaranda THYS-2.
3.1.2. Reactivos quimicos, muestras y materiales de referencia
Benzoato de bencilo p.a (Panreac; 99+ %).
n-hexano p.a (Sigma-Aldrich; > 99%).
Acido clorhidrico p.a (Quinsa original de Merck).
Hidroxido de sodio p.a (Panreac).
G-1 material de referencia (MR) (lote 12-3-2; 99,87 % de pureza).
MBr material de referencia (MR) (lote 12-MBr-2; 99,64 % de pureza).

G-1 crudo lote 14-3-1.

vV Vv VY YV ¥V V VY V

G-1 lote 92-3-39.
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> G-1 lote 14-3-1.
3.1.3. Material de laboratorio

» Columna cromatogréafica y precolumna HP — 5, 30 m; 0,32 mm; 0,25um; US6595554H, J&W

Scientific.
» Cristaleria de uso comun en laboratorio.

3.2. DESARROLLO DE LA TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE G-1Y MBr EN LOTES DE IFA G-1 POR GC-ECD

La técnica desarrollada se basa en la separacion por cromatografia de gases del G-1 y de su
principal impureza MBr y su deteccion para la cuantificacion mediante detector de captura
electronica. Se emple6 el método del estandar interno. Para el desarrollo de esta se partié de otras
técnicas utilizadas en el laboratorio de control de la calidad, en la determinacion del contenido de

G-1 por cromatografia de gases, por lo que solo fue necesario cambiar algunos de los pardmetros.

3.2.1. Establecimiento de los pardmetros cromatogréaficos para determinar el contenido de G-
1y MBr en lotes de IFA G-1 por GC-ECD

3.2.1.1 Seleccion de las temperaturas del inyector, horno y detector

Se utilizaron las temperaturas descritas en el trabajo: Validacion de la técnica de determinacion por
cromatografia gaseosa del contenido de 2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano. Método de control:

temperatura del horno 200° C, del inyector 230° C y del detector, 280° C. [Brave. L.y Col. 1999; Jiménez, E.
Bravo. L.; Morales, S., 2007 11]

3.2.1.2. Seleccion del flujo de fase movil

Se utiliz6 flujo de fase mévil (Nitrégeno) 0,7 mL/min; flujo de hidrégeno 0,5 mL/min y flujo de
aire 0,5 mL/min descrito en el trabajo: Procedimientos analiticos para la determinacion de G-1 en

muestras de plasma humano. [Cave: Ay Morales, S., 2007)
3.2.1.3. Seleccion del Tiempo de corrida

Se mantuvo el tiempo de corrida de 10 min descrito en el trabajo: Procedimientos analiticos para la

determinacion de G-1 en muestras de plasma humano, [Cave. Ay Morales, S., 2007]
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3.2.1.4. Volumen de inyeccion

Se mantuvo un volumen de inyeccion de 1 pL, para ello se utilizo el autosampler acoplado al
equipo.

3.2.1.5. Seleccion del estandar interno

Se utilizd el benzoato de bencilo. Estandar interno empleado siempre para analizar G-1 por
cromatografia de gases porque tiene propiedades semejantes a este (temperatura de volatilizacion y

solubilidad) que le confieren un comportamiento cromatogréafico similar al G-1 en las condiciones

descritas.
3.2.1.6. Seleccidn del disolvente utilizado

Para la seleccidn del disolvente se tuvieron en cuenta dos factores, la solubilidad del G-1 y la
sensibilidad del detector de captura electronica, por lo que se escogié el n-hexano, en el cual el G-1
es soluble y para el cual el detector de captura electrénica no es sensible por ser un hidrocarburo
saturado y por lo tanto la sefial no interfiere en el resultado.

3.2.1.7. Concentraciéon de la muestra

Se escogid una concentracion que permita determinar en la misma inyeccion el contenido de G-1y
su impureza MBEr, teniendo en cuenta que esta Gltima puede estar en una concentracion de hasta un
1 % de la concentracion de G-1, segun especificacion de calidad. Ademas, se tuvo en cuenta que el
area del pico cromatografico correspondiente al MBr fuera tal que pudiera ser integrada por el

software del equipo para eliminar posibles errores.
3.2.2. Preparacion de las disoluciones

Las disoluciones de trabajo para aplicar la técnica a la hora de analizar un lote de IFA G-1 se

prepararon de la siguiente forma:
3.2.2.1. Preparacion de la disolucién de estandar interno (SI)

Se transfirio 1 mL de benzoato de bencilo a un matraz de 100 mL y se enras0 con n-hexano.
(Disolucion Sl; 0,05 mol/L).

3.2.2.2. Preparacion de la disolucién de G-1 (MR)

Se pes6 alrededor de 10 mg de G-1 (MR). Se transfiri6 a un matraz de 10 mL y se enrasé con n-

hexano (1000 mg/L). De esta disolucion se tomo 0,1 mL y se transfirio a un matraz de 10 mL, se

Pag.32



Materiales y métodos

afiadi6 5 mL de la disolucion del estandar interno (Disolucion SI) y se enrasé con n-hexano
(Disolucion A, 10 mg/L).

3.2.2.3. Preparacion de la disolucién de MBr (MR)

Se peso alrededor de 10 mg de MBr (MR). Se transfirié a un matraz de 10 mL y se enrasé con n-
hexano (1000 mg/L). De esta disolucion se tom6 0,1 mL, se transfiri6 a un matraz de 10 mL, se
afiadié 5 mL de la disolucion del estandar interno (Disolucion Sl) y se enrasé con n-hexano
(Disolucion B, 10 mg/L).

3.2.2.4. Preparacion de la disolucion de G-1 muestra de ensayo

La muestra de ensayo se prepara de la misma manera que la disolucion del material de referencia de
G-1, (acapite 3.2.2.2).

3.3. DESARROLLO DEL PROCESO DE VALIDACION DE LA TECNICA PARA LA
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE G-1Y MBr EN LOTES DE IFA G-1 POR GC-
ECD

Todos los métodos analiticos que se realizan para el control de la calidad del IFA G-1 deben
cumplir con determinadas caracteristicas de fiabilidad, practicabilidad y de idoneidad; por lo que
para cumplimentar los objetivos de la presente investigacion se hizo necesario realizar la validacion

del procedimiento desarrollado.

En este caso se realizd una validacion completa o exhaustiva segin anexo 1 de la Regulacion
37/2012 del CECMED, donde los parametros a evaluar fueron:

e Pruebas de adecuacion del sistema.

e Especificidad. (Selectividad).

e Linealidad.

e Precision: repetibilidad y precision intermedia.
e Exactitud. (Veracidad).

e Limite de deteccidn y limite de cuantificacion (para el MBr).
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3.3.1. Preparacion de las disoluciones de trabajo para el proceso de validacion

Para la validacion de la técnica las disoluciones de trabajo se prepararon como se explica a

continuacion.

Disolucién de estandar interno: se preparé como se explica en acépite 3.2.2.1.

Disolucién de G-1 (MR): se prepard como se explica en acépite 3.2.2.2,

Disolucion de MBr (MR): se utilizaron disoluciones a una concentracion de 0,1 mg/L, para

representar el 1 % que puede contener como maximo una muestra de G-1 de esta impureza. Se

prepararon de la siguiente forma:

Se pesé alrededor de 4 mg de MBr MR. Se transfirid a un matraz de 10 mL y se enras6 con n-
hexano (400 mg/L). Se tom6 1 mL de esta disolucion, se transfiri6 a un matraz de 10 mL y se
enraso con n-hexano (40 mg/L). De esta disolucidn se tomd, una alicuota de 25 L se transfirio a un
matraz de 10 mL, se afiadid 5 mL de la disolucion del estandar interno (Disolucién Sl) y se enraso

con n-hexano (Disolucién B 0,1 mg/L).
3.3.2. Pruebas de Adecuacion del sistema
3.3.2.1. Repetibilidad de los tiempos de retencion

Se prepar6 una disolucion de G-1 en n-hexano a 10 mg/L de concentracion segun acépite 3.2.2.2 y
una disolucion de MBr en n-hexano a 0,1mg/L de concentracion segun acépite 3.3.1. Se realizaron
6 inyecciones de cada disolucion en el sistema cromatogréafico. Se calculd la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion de los tiempos de retencidn de los picos cromatograficos de

G-1y MBr. La repetibilidad de los tiempos de retencion debe ser menor que 1 %.
3.3.2.2. Eficacia de la columna o nimero de platos tedricos

Se realizaron 6 inyecciones de cada disolucion del punto 3.3.2.1 en el sistema cromatografico. Se

calcul6 el nimero de platos tedricos a través de la siguiente férmula:

2

N =554. V\T/R 1)
%

Donde:

N: n° de platos teoricos
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Tr: tiempo de retencién del pico en minutos (dato brindado por el software utilizado)

W,,: anchura del pico a media altura en minutos (dato brindado por el software utilizado)

La eficacia de la columna se recomienda que sea superior a 5 000.
3.3.2.3. Simetria del pico de G-1y MBr

Se realizaron 3 inyecciones cada disolucion del punto 3.3.2.1 en el sistema cromatogréafico. El dato
del factor de simetria es brindado por el software utilizado. La simetria del pico debe estar entre 0,8
y 1,5.

3.3.2.4. Resolucion entre el pico de G-1y el de MBr

Se utiliz6 una disolucién de G-1 (MR) en n-hexano contaminada con MBr al 1 % que se prepar0 de

la siguiente forma:

Se prepard una disolucion de G-1 (MR) en n-hexano a 1000 mg/L de concentracién (Disolucion A).
Se prepar6 una disolucion de MBr (MR) en n-hexano a 40 mg/L de concentracién (Disolucién B).
Se tomd 0,1 mL de la Disolucién A, y 25 pL de la Disolucion B, se transfirieron a un matraz de 10
mL, se le afiadié 5 mL de la disolucion del estandar interno (Disolucion Sl, 0,05 mol/L) y se enraso
con n-hexano. Se inyect6 5 veces en el sistema cromatografico. Se calcul6 la resolucion entre los

picos correspondientes a ambos analitos a traves de la siguiente formula:

2[(7)5 - (7).

R,=
W,+Wsg (2)

Donde:
Rs: resolucién de la columna cromatogréafica
Tra:tiempo de retencién del pico A, en minutos

Tre : tiempo de retencion del pico B, en minutos

W : anchura del pico A en su base, en minutos. W, = 1.698 WA}/
2

Wpg: anchura del pico B en su base, en minutos. Wg = 1.698 WB}/
2

La resolucion entre el pico de G-1 y MBr debe ser mayor o igual que 1,5.
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3.3.3. Especificidad

Se registraron los cromatogramas de diferentes disoluciones de G-1en n-hexano, todas a 10 mg/L y

en presencia del estandar interno.

a)

b)

d)

f)

9)

h)

)

K)

Disolucién del estandar interno, se preparé segun acapite segin acapite 3.2.2.1, se inyect6 3

veces en el sistema cromatografico.

Disolucion de G-1 (MR) recién preparada segun acépite 3.2.2.2, se inyecto 3 veces en el sistema

cromatografico.

Disolucién de G-1 (MR) contaminada con MBr al 1%. Se prepar0 segin acapite 3.3.2.4, se

inyecto 3 veces en el sistema cromatografico.

Disolucion de G-1 sin purificar, del lote 14-3-1, se prepar0 segun acapite 3.2.2.2, se inyecto 3

veces en el sistema cromatografico.

Disolucién de G-1 de 20 afios de producido (Lote 92-3-39), se prepard segun acépite 3.2.2.2, se

inyecto 3 veces en el sistema cromatografico.

Disolucion de G-1, se prepar0d segun acapite 3.2.2.2 y después de 4h expuesta a la luz del

laboratorio, se inyect6 3 veces en el sistema cromatogréafico.

Disolucién de G-1, se prepard segun acapite 3.2.2.2 y después de 4h expuesta a la luz indirecta

del sol, se inyect6 3 veces en el sistema cromatogréfico.

Disolucion de G-1, se prepard segun acapite 3.2.2.2 y después de 4h protegida de la luz se

inyectd 3 veces en el sistema cromatografico.

Disolucién de G-1, se prepard segun acépite 3.2.2.2, a la que se le afiadié 1:10 de una disolucion
de &cido clorhidrico (HCL) 1 N y se puso en una zaranda 4 h protegida de la luz, se inyectd 3

veces en el sistema cromatografico.

Disolucion de G-1, se prepar6 segun acapite 3.2.2.2, a la que se le afiadié 1:10 de una disolucion
de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N y se puso en una zaranda 4 h protegida de la luz, se inyecto

3 veces en el sistema cromatogréafico.

Disolucion de G-1, se preparé segun acépite 3.2.2.2 con un G-1 que fue sometido a 70 'C en

estufa durante 1 h, se inyectd 3 veces en el sistema cromatografico.
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En todos los casos se observé si aparece algun pico adicional no suficientemente resuelto de los

picos correspondientes al G-1 y al MBr.
3.3.4. Linealidad

Linealidad para el G-1:

Para realizar la evaluacion de la linealidad se prepararon tres curvas de calibracion en tres dias
diferentes, en un intervalo de concentraciones comprendido entre 80 % y 120 % de la concentracion
teorica, es decir desde 8 mg/L hasta 12 mg/L de G-1 (MR). Las disoluciones se prepararon como se

describe a continuacion:

Disolucién de estandar interno: se preparé como se describe en el acapite 3.2.2.1.

Disolucion de G-1 MR: se prepard una disolucién de G-1 (MR) de 1000 mg/L de concentracion en

n-hexano, de esta disolucion se tomaron alicuotas que se transfirieron a matraces de 10 mL
respectivamente, se afiadio 5 mL de la disolucién del estandar interno (Disolucién Sl) a cada uno y
se enrasoO con n-hexano, (tabla 1). Se inyectaron 2 veces en el sistema cromatografico.

Tabla 1. Curva de calibracion de la linealidad para G-1.

Alicuota de Concentracion
disolucion B (mL) mg/L
0,08 8
0,09 9
0,1 10
0,11 11
0,12 12

Linealidad para el MBr:

Para realizar la evaluacion de la linealidad se prepararon tres curvas de calibracion en tres dias
diferentes cada una, donde el punto medio corresponde al limite de especificacion para el contenido
de MBr en el G-1 y se abarco un intervalo que incluye el nivel reportado hasta el 120 % de la
especificacion, segin anexo 1 de la regulacion 37, 2012 del CECMED, es decir desde 0,06 mg/L

hasta 0,14 mg/L de MBr (MR). Las disoluciones se prepararon como se describe a continuacion:
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La disolucion de estandar interno se preparé como se describe en el acépite 3.2.2.1.

Para la disolucion de MBr se prepar6 una disolucién de MBr (MR) de 40 mg/L de concentracion en
n-hexano y de esta disolucion se tomaron alicuotas que se transfirieron a matraces de 10 mL, se
afiadio 5 mL de la disolucién del estandar interno (Disolucién Sl) a cada uno y se enrasé con n-

hexano (tabla 2). Se inyectaron 2 veces cada una en el sistema cromatografico.

Tabla 2. Curva de calibracion de la linealidad para MBr.

Alicuota de Concentracion
disolucion C (uL) mg/L
15 0,06
20 0,08
25 0,10
30 0,12
35 0,14

Para evaluar la linealidad en ambos casos se siguieron los siguientes criterios (segun la regulacion
37,2012 del CECMED, (anexo 1):

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales se determind para ambos casos (G-1 y MBr) la
ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (> 0,990) y el coeficiente de determinacion (>
0,98), el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVs) (cociente de respuesta (R) /
concentracion), el cual no seré superior al 5 %. Se evalu6 ademas, la varianza de la pendiente de la
linea de regresion, desviacion estandar, desviacion estandar relativa, limites de confianza de la
pendiente y el grado de significacion; y se verifico la proporcionalidad (los resultados de este

ensayo deberan incluir el 0 para un nivel de confianza de 95 %).
3.3.5. Precision

La precisién del método se obtuvo mediante el analisis de la repetibilidad y la precisién intermedia,
para ambos analitos (G-1 y MBr). En todos los casos debe cumplirse que los coeficientes de

variacion deben ser menores o iguales que el 2 % (anexo 1- Regulacion 37:2012 del CECMED).
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3.3.5.1. Repetibilidad instrumental

Para G-1 se prepar0 una disolucion de 10 mg/L como se describe en 3.2.2.2 y para MBr se prepar0
una disolucion de 0,1 mg/L segun se describe en 3.3.1. En ambos casos se inyectd 6 veces en el
sistema cromatogréfico. Se calculé la media de los cocientes de respuesta (Ry), la desviacion
estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV %).

3.3.5.2. Repetibilidad del método

Para el G-1: Se realiz6 a tres niveles diferentes de concentraciones (nivel bajo, medio y alto de la
curva de calibracion, 8 mg/L, 10 mg/L y 12 mg/L) que se obtuvieron a partir de una disolucién de
G-1 (MR) de 1000 mg/L de concentracion en n-hexano de la cual se tomaron alicuotas que se
transfirieron a matraces de 10 mL, se les adicion6 5 mL de estandar interno y se enrasaron con n-
hexano, se realizd un minimo de tres determinaciones para cada una. Se calcul6 la concentracion
media de los resultados (Xm), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion de la
repetibilidad (CV %).

Para el MBr: Se realiz6 a tres niveles diferentes de concentraciones (nivel bajo, medio y alto de la
curva de calibracién, 0,06 mg/L, 0,10 mg/L y 0,14 mg/L) que se obtuvieron a partir de una
disolucion de MBr (MR) de 40 mg/L de concentracion en n-hexano de la cual se tomaron alicuotas
que se transfirieron a matraces de 10 mL, se les adiciond 5 mL de estandar interno y se enrasaron
con n-hexano, con un minimo de tres determinaciones para cada una. Se calcul6 la media de las
concentraciones (Xp), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion de la repetibilidad
(CV %).

3.3.5.3. Precision intermedia

En ambos casos (G-1 y MBr), se realizo a tres niveles diferentes de concentraciones (nivel bajo,
medio y alto de la curva de calibracion, es decir, para G-1 8 mg/L, 10 mg/L y 12 mg/L y para MBr
0,06 mg/L, 0,10 mg/L y 0,14 mg/L). El analisis se hizo por duplicado en tres dias diferentes, con
dos analistas, en el mismo equipo y el mismo laboratorio. Las disoluciones de trabajo se prepararon

como se describe en 3.3.5.2

Se calcul6 la media de las concentraciones (Xn), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de
variacion (CV %) para cada grupo de analisis y para el total. EI CV de la precision intermedia debe
ser inferior al doble del CV de la repetibilidad del método.
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Ademas, se realizé un analisis de varianza multifactorial para analizar la influencia de los factores
concentracion, analista y dia en la variabilidad de los resultados, para ello se utilizé un estimador

que es el InR? (donde R son los residuales), con un nivel de confianza de 95 %.

Para los célculos y el andlisis estadistico se utilizé los programas Statgraphics Plus for Windows
4.1, Professional Version, 1999 y Microsoft® Office Excel 2010.

3.3.6. Exactitud (Veracidad)

Para G-1: Se realizo a tres niveles diferentes de concentraciones: (nivel bajo, medio y alto de la
curva de calibracién, 8 mg/L, 10 mg/L y 12 mg/L), las disoluciones de G-1 que se utilizaron se
prepararon como se describe en 3.3.5.2. El analisis se realizé por triplicado.

Para MBr: Se prepararon disoluciones de G-1 (MR) (10 mg/L) en n-hexano con estandar interno a
las que se les afiadié concentraciones conocidas de MBr a tres niveles de concentracion diferentes,
es decir, 0,06 mg/L, 0,10 mg/L, 0,14 mg/L y se enrasé con n-hexano. El andlisis se realiz6 por
triplicado.

Se efectud un test de t de student para determinar si los valores medios hallados a cada nivel de
concentracion y el valor considerado verdadero no difieren significativamente para un nivel de

confianza de 95 %.

Se calcularon los por cientos de recuperacion los cuales deben estar entre 98 % y 102 %. Se evalud
la influencia del factor concentracion mediante un andlisis de varianza unifactorial con un nivel de

confianza de 95 %.

Para los célculos y el analisis estadistico se utilizaron los programas Statgraphics Plus for Windows
4.1, Professional Version, 1999 y Microsoft® Office Excel 2010.

3.3.7. Limites de deteccidn y cuantificacion (solo para MBr)

El limite de deteccion y el limite de cuantificacidn se determinaron mediante el disefio de relacion
sefial ruido, para lo cual se procedio al andlisis repetido del estandar interno. Se inyecté el estandar
interno, preparado segun 3.2.2.1, en el sistema cromatogréafico y una vez obtenido el cromatograma
se delimito dentro de la linea base, un periodo de tiempo 20 veces la anchura en la base del pico de
MBr.

Para el célculo se utiliz6 la férmula;
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LDoLQ= X +K:Sq (3)

Donde:

LD: limite de deteccién

LQ: limite de cuantificacion.

K: constante > 3 (K = 3 para limite de deteccién y K = 10 para limite de cuantificacion).
Ss: desviacion estandar de los cocientes de respuesta de los n estandar interno.

b: pendiente de la recta de calibracion.

X s, - Media de la respuesta de los n estandar interno.

3.4. CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE DEL RESULTADO DE LA TECNICA PARA
LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE G-1 Y MBr EN LOTES DE IFA G-1 POR
GC-ECD

Para el calculo de la incertidumbre del resultado de esta técnica, se analizd un lote de IFA G-1. El

desarrollo de la técnica se describe a continuacion:

Se prepararon disoluciones de trabajo de G-1 (MR), MBr (MR) y dos réplicas de la muestra de
ensayo de G-1, todas como se describe en 3.2.2. Se realizaron las inyecciones a través del inyector

del cromatografo de gases y segun la secuencia programada en el autoinyector:

» Tres inyecciones de G-1 (MR).

» Tres inyecciones de MBr (MR).

» Dos inyecciones por cada una de las réplicas de la muestra de ensayo de G-1.

Obteniéndose los cromatogramas correspondientes a cada una de las muestras.

A partir de los datos obtenidos y utilizando hoja de calculo en Excel se obtuvo el contenido de G-1

(pureza) y de MBr (impureza) en la muestra del lote analizado, utilizando la férmula:

Rmi 'Mpi 'Ppi
Rp; -Mm

% X; = Fpd  (4)

Donde:

El subindice “i” se refiere al contenido de G-1 o de MBr en la muestra, seguin sea el caso.
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% Xi: Por ciento de G-1 obtenido o de MBr en la muestra, seglin corresponda.
Rmi: Cociente de respuesta de la muestra de ensayo.

Rpi: Cociente de respuesta del material de referencia.

Mm: Masa de la muestra de ensayo en mg.

Mpi: Masa del material de referencia en mg.

Ppi: Pureza del material de referencia en %.

F: Factor para expresar el % Xi en base a materia seca, teniendo en cuenta el porciento de pérdidas por

desecacion (Ppd) de G-1. F se determina de la manera siguiente:

e 100
100 — %Ppd

3.4.1. Pasos para el calculo de la incertidumbre del resultado
A continuacion se describen los pasos para determinar la incertidumbre del resultado:
1. Escribir la expresion matematica de la magnitud que se mide. Modelo matematico.

2. ldentificar las diferentes fuentes de incertidumbre y analizar su influencia en el mensurando

(diagrama causa-efecto).

3. Medir o estimar la incertidumbre individual del componente asociado a cada una de las
potenciales fuentes de incertidumbre consideradas.

4. Combinar las componentes de incertidumbre para determinar la “incertidumbre estandar

combinada”.
5. Calcular la incertidumbre Expandida.
6. Resultado de la medicion.
3.4.1.1. Expresion matematica de la magnitud que se mide. Modelo matematico
El modelo matematico empleado, es la ecuacion matematica (4) descrita en 3.4.

3.4.1.2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre. Diagrama de causa - efecto (Espina de
Pescado)

Para identificar las fuentes de incertidumbre que afectan los términos de la expresion utilizada para

calcular el contenido de G-1 y MBr en la muestra analizada (modelo matematico) se desarrollé una
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tormenta de ideas con criterios de diferentes expertos y se confecciond un diagrama de causa-

efecto.
3.4.1.3. Determinacion y evaluacion de los componentes de incertidumbres

Después de haber identificado todas las posibles fuentes que pueden aportar incertidumbre al
resultado de la técnica segun el acépite 3.4.1.2, se determinan aquellas que verdaderamente se
pueden calcular. Para esto se analizaron las causas de todos los posibles errores de medicion de la

técnica.

Las fuentes de incertidumbre se calcularon segun los criterios Tipo Ay Tipo B (acapites 2.4.6.1. y
2.4.6.3.):

Incertidumbres “Tipo A”

Para determinar estas incertidumbres, se utilizé una “t de student” con a = 0,05 y n-1 grados de

libertad, las expresiones matematicas se describen a continuacion:

Las incertidumbres “Tipo A” se hallaron mediante la férmula:

u(x) =S(X) =

Obtenida al combinar (6) y (7):

Como el numero de mediciones (n) esta entre 2 y 9, entonces se multiplicé por la “t de student”:
ux) = s(x)-t (8)
Incefrtidumbres “Tipo B”
Estas se determinaron mediante dos vias o distribuciones diferentes, las cuales fueron:
- i - u(x)= 2 9
Rectangular o uniforme: (X;) K/g ( )

— Normal o de Gauss: ~ U(X) = % 6 o(X;) = % (10)
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Donde “a” es obtenida de diversas fuentes debido a que no se dispone de informacion sobre la

magnitud dada para hacer un analisis estadistico.
— Especificaciones de los fabricantes.
— Datos proporcionados en los certificados de calibracion y otros reportes.
— Incertidumbres asignadas a datos de referencia tomados de manuales.
3.4.1.4 Célculo de la incertidumbre estandar combinada

El céalculo de la incertidumbre estandar combinada se realizd por el modelo de multiplicaciéon y

division (z = X - y), segun las reglas para combinar las Incertidumbres Tipicas.

La ecuacidon general para el célculo de la incertidumbre combinada se presenta a continuacion:

U.(y)= zJ[Mj +(M] (11)
X y

3.4.1.5 Célculo de la incertidumbre expandida

Se obtuvo al multiplicar la incertidumbre estandar combinada uc % Xims por un factor de cobertura
k, en este caso el factor de cobertura k = 2, y corresponde al 95 % de confianza, por tanto seria:

Uy)=k-u.(y) (12)
3.4.1.6 Expresion del resultado de la medicion

Para expresar la incertidumbre del resultado, etapa final de este proceso, se tomo el resultado o la
media de una serie de mediciones reales (y) y se expreso de la siguiente manera:
Y=y+xU conk=2paraun 95 % de confianza.
Donde:
Y: resultado final.
y: resultado de las mediciones.
U: incertidumbre expandida.

k: factor de cobertura.
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. TECNICA PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE G-1Y MBr EN
LOTES DE IFA G-1 POR GC-ECD

Las condiciones de la técnica para determinar G-1 y MBr en lotes de IFA G-1 son:
» Temperatura:
v Horno: 200 C.
v Inyector: 230 C.
v Detector: 280 C.
» Gases:
v" Flujo de Nitrégeno: 0,7 mL/min.
v Flujo de Hidrégeno: 0,5 mL/min.
v Flujo de aire: 0,5 mL/min.
Tiempo de corrida: 10 min.
Volumen de inyeccion 1 pL.
Concentracion de SI: 0,025 mlo/L.

Concentracion del G-1 MR: 10 mg/L.

vV VYV YV V V¥V

Concentracion del MBr MR: 10 mg/L.

En estas condiciones el G-1 presenta un tiempo de retencion a los 6,4 minutos, el (MBr)
presenta un tiempo de retencion a los 4,4 minutos y el estandar interno presenta un tiempo de

retencion a los 7,2 minutos, como se observa en la figura 5.
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Figura5. Cromatograma de G-1 material de referencia (10 mg/L)

4.2 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION DE LA TECNICA
PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE G-1 Y MBr EN LOTES DE
IFA G-1 POR GC-ECD

En la técnica analitica utilizada para la determinacion del contenido de G-1 y de MBr por
CG-ECD, fue necesario evaluar todos los pardmetros de desempefio establecidos por la
Regulacion No 37, 2012 (anexo 1) del CECMED, es decir, se realiz6 una validacion completa
0 exhaustiva ya que se trata de un método desarrollado en el laboratorio de cromatografia del
departamento de control de la calidad del CBQ.

La validacion del método de ensayo se realiz6 utilizando disoluciones de G-1 MR de 10 mg/L
de concentracion. Las disoluciones de MBr que se utilizaron fueron de 0,1 mg/L de
concentracion, para representar el 1 % de esta impureza que puede contener como Maximo

una muestra de G-1.
4.2.1. Pruebas de adecuacion del sistema
Para G-1

» La repetibilidad de los tiempos de retencion de 6 inyecciones repetidas de una disolucion
de G-1 de 10 mg/L de concentracion tiene un coeficiente de variacién de 0,053 %, menor

que 1 %.
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» El nimero de platos tedricos de la columna utilizada es de 33 780,5655; mucho mayor que
5 000.

» Lasimetria del pico de G-1 es de 1,033; se encuentra en el intervalo entre 0,8 y 1,5.
Para MBr

» La repetibilidad de los tiempos de retencion de 6 inyecciones repetidas de una disolucion

de MBr de 0,1 mg/L tiene un coeficiente de variacion de 0,057 %, menor que 1 %.

» El nimero de platos tedricos de la columna utilizada es de 66 133,1164; mucho mayor que
5 000.

» Lasimetria del pico de MBr es de 1,235; se encuentra en el intervalo entre 0,8 y 1,5.

Para G-1vy MBr

» Laresolucion entre el pico de G-1 y MBr es 18,127, mucho mayor que 1,5.

Por tanto, el sistema cromatografico a emplear es adecuado para su utilizacion en este método

de ensayo.
4.2.2. Especificidad

A continuacién se exponen los cromatogramas (de la Figura 6 a la 16) registrados durante el
estudio de la especificidad de diferentes disoluciones de G-1, todas a 10 mg/L y en presencia

del estandar interno.

=
o
S

=]
319 z

o
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Figura 6. Cromatograma del Estandar Interno (S.1)
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Figura 7. Cromatograma de disolucién de G-1 Material de Referencia (10 mg/L) recién preparada
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Figura 8. Cromatograma de una disolucién de G-1 material de referencia (10 mg/L) contaminada con MBr al

1% recién preparada
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Figura 9. Cromatograma de una disolucidn de G-1 sin purificar
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Figura 10. Cromatograma de una disolucién de G-1 10 mg/L de veinte afios de producido
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Figura 11. Cromatograma de una disolucién de G-1 (10 mg/L), después de 4h expuesta a la luz del laboratorio
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Figura 12. Cromatograma de una disolucion de G-1 (10 mg/L), después de 4h expuesta a la luz indirecta del sol
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Figura 13. Cromatograma de una disolucién de G-1 (10 mg/L), después de 4 h protegida de la luz
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Figura 14. Cromatograma de una disolucion de G-1 (10 mg/L), a la que se le afiadié 1:10 de una disolucién de

HCL 1 N, después de 4 h protegida de la luz
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Figura 15. Cromatograma de una disolucion de G-1 (10 mg/L), a la que se le afiadié 1:10 de una disolucion de

NaOH 0,1 N, después de 4 h protegida de la luz
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Figura 16. Cromatograma de una disolucién de G-1 (10 mg/L), después de ser sometido a 70°C en estufa
durante 1h

En todos los casos se observa que no hay ningin pico cromatogréafico adicional no

suficientemente resuelto del pico correspondiente al G-1 y al MBr, por lo que se concluye que

el método en las condiciones estudiadas es especifico.

4.2.3. Linealidad

Linealidad para el G-1

Los valores experimentales que corresponden a la curva de calibracién para G-1 se muestran

en la tabla 3.

Tabla 3. Valores experimentales obtenidos para la curva de calibracion de G-1 por CG-ECD.

Conc. (mg/L) Ry R2 R3
8 0,94924| 0,96036 0,95659
9 1,07325| 1,07195 1,07376
10 1,18476| 1,19745 1,19474
11 1,31815| 1,31867 1,31613
12 1,42692| 1,42446 1,42275

Leyenda:

R: cociente de respuesta
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En la Figura 17 se aprecia la curva de calibracion para los valores antes mencionados.

R 1,8 -
16 4 y=0,1183x+ 0,0093
! R?=0,9991
1,4 4
1,2 4
1 -
0,8 T T T
7 9 11 13

Conc. mg/L

Figura 17. Curva de calibracién y ecuacion de la recta de G-1 por CG-ECD

Del andlisis de la regresién y la linealidad, para G-1, se obtiene que:

» El coeficiente de correlacion es de 0,9995 con un coeficiente de determinacién igual a
0,9991, por lo que existe una correlacion positiva entre la concentracion y el cociente de
respuesta determinado superior al 99,9 %.

» El CV;= 0,44 %, por tanto, se cumple que CV¢< 5 %, lo que significa que existe linealidad

en los datos obtenidos.

> La pendiente (b) es de 0,1183 y la varianza de la pendiente (Sp%) es de 9,70196*107, por lo
que el método posee una buena sensibilidad.

» La desviacion estandar de la pendiente (Sp) es de 0,00098 y la desviacion estandar relativa
(Sp rel. %) es igual a 0,83 % (< 2 %).

» Los limites de confianza para twp = 2,16, con n-2 grados de libertad y a. = 0,05, estan entre
0,12043y 0,11617.

> Para determinar el grado de significacion la tex, = 120,10, de esta manera se acepta Hy: b#0,

por lo que existe regresion, la probabilidad de que b # 0 es superior al 95 %.

Del andlisis de la proporcionalidad se obtiene que:

» Los limites de confianza del intercepto (a) para ttab = 2,16 (n-2; o = 0,05), se encuentran
entre -0,01219 y 0,03079, por tanto, incluyen al O y cumplen la condicion de

proporcionalidad.

» Para determinar el grado de significacion la texp = 0,93, de esta manera se acepta HO: a=0.

Pag.52



Anadlisis y discusion de los resultados

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen con los criterios de
aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo de
concentraciones estudiado para el G-1.

Los valores experimentales que corresponden a la curva de calibracion para MBr se muestran

en la tabla 4.

Tabla 4. Valores experimentales obtenidos para la curva de calibracion de MBr por CG-ECD.

Conc. (mg/L) R1 R, Rs
0,06 0,00586 | 0,00593 0,00594
0,08 0,00778 | 0,00776 0,00783

0,1 0,00983 | 0,00978 0,00987
0,12 0,01169 | 0,0117/4 0,01179
0,14 0,01386 | 0,01377 | 0,01391

Leyenda:
R: cociente de respuesta

En la figura 18 se aprecia la curva de calibracion para los valores antes mencionados.

0,016 A

0,014 A
y=0,0991x- SE-05

R?=0,9995

0,012 A

0,010 A

0,008 A

0,006 A

0,004 T 1
0,13 0,15
Conc. (mg/L)

T T T
0,05 0,07 0,09 0,11

Figura 18. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de MBr por CG-ECD
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Del andlisis de la regresion y la linealidad, se obtiene que:

» El coeficiente de correlacion es de 0,9997 con un coeficiente de determinacién igual a
0,9995, por lo que existe una correlacion positiva entre la concentracion y el cociente de

respuesta determinada superior al 99,9 %.

» El CVf = 0,71 %, por tanto, se cumple que CVf < 5 %, lo que significa que existe

linealidad en los datos obtenidos.

» La pendiente (b) es de 0,0991 y la varianza de la pendiente (Sh2) es de 3,78206*10-7, por

lo que el método posee una buena sensibilidad.

» La desviacion estandar de la pendiente (Sb) es de 0,00061 y la desviacion estandar relativa
(Sb rel. %) es igual a 0,62 % (< 2 %).

» Los limites de confianza para ttab = 2,16, con n-2 grados de libertad y o = 0,05, estan entre
0,097772 y 0,100428.

» Para determinar el grado de significacion la texp = 161,14, de esta manera se acepta H1:

b0, por lo que existe regresion, la probabilidad de que b # 0 es superior al 95 %.

Del analisis de la proporcionalidad, se obtiene que:

» Los limites de confianza del intercepto (a) para ttab = 2,16 (n-2; o. = 0,05), estan entre
-0,00023 y 0,00005, por tanto, incluyen al 0 y cumplen la condicion de proporcionalidad.

» Para determinar el grado de significacion la texp = 1,40821, de esta manera se acepta HO:
a=0.

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresién cumplen con los criterios de
aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo de

concentraciones estudiado para el MBr.
4.2.4. Precision
4.2.4.1. Repetibilidad instrumental

Los resultados obtenidos al inyectar 6 veces de manera consecutiva la disolucién con 10 mg/L

de G-1 y una disolucién con 0,1 mg/L de MBr se encuentran en la tabla5y 6.
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Tabla 5. Resultados de la repetibilidad instrumental para G-1.

) Cociente de Parametros
Inyecciones .
Respuesta estadisticos
1 1,17596
2 1,17600
Rm=1,17615
3 1,17680
S =0,00218
4 1,17826
CV(%) =0,19
5 1,17778
6 1,17212

Tabla 6. Resultados de la repetibilidad instrumental para MBr.

) Cociente de Parametros
Inyecciones )
Respuesta estadisticos
1 0,00999
2 0,01002
Rm=0,01004
3 0,01003
S =3,873*10"
4 0,01004
CV(%) =0,39
5 0,01008
6 0,01010

La variabilidad de la respuesta, expresada como coeficiente de variacion es menor del 1 % en
ambos casos, con una adecuada correspondencia entre las respuestas obtenidas para las

inyecciones repetidas. Dicho resultado demostrd que con este procedimiento es posible
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minimizar los errores potenciales asociados a la inyeccion de las muestras y con ello

conseguir la precision instrumental requerida. En consecuencia, para todas las
determinaciones realizadas en este trabajo, se sigue el procedimiento de inyectar cada muestra
por duplicado y utilizar para los calculos el valor medio de la respuesta para ambas

inyecciones.
4.2.4.2. Repetibilidad del método

Los valores experimentales obtenidos en el estudio de repetibilidad del método para G-1 y

MBr se muestran en las tablas 7 y 8, respectivamente.

Tabla 7. Resultados de la repetibilidad del método para G-1.

Concentracion: 8 mg/L

Cociente de | Concentracion | Parametros
respuesta | de G-1 (mg/L) | estadisticos
(R) X) X)
0,96505 8,07901 Xm=8,07315
0,97234 8.14062 S =0,07059
0,95568 799982 | CV(%) =087

Concentracion: 10 mg/L

1.20875 10,13903 X.-10,05816
1,18616 9,94812 S =0,09874
1,20263 10,08733 | CV(%)=0,98

Concentracién: 12 mg/L

1,42854 11,99694 Xn-11,91736
1,42038 11,92802 S =0,08541
1,40845 11,82713 CV(%) =0,72
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Tabla 8. Resultados de la repetibilidad del método para MBr.

Concentracion: 0,06 mg/L

Cociente de | Concentracion | Parametros
respuesta | de G-1 (mg/L) | estadisticos
(R) (X) (X)
0,00587 0,06019 X.r - 0,06020
0,00585 0,05990 S =0,00031
0,00591 0,06052 CV(%) = 0,52
Concentracion: 0,10 mg/L
0,00984 0,10023 X, 0,10060
0,00982 0,10004 S =0,00080
0,00987 0,10151 CV(%) = 0,80

Concentracién: 0,14 mg/L

0,01388 0,14096 X = 0,14041
0,01384 0,14055 S =0,00063
0,01376 0,13973 CV(%) = 0,45

En ambos casos el valor del coeficiente de variacion es menor que 2 %, lo cual evidencia que

el método de ensayo es repetible.
4.2.4.3. Precision intermedia

Los valores experimentales obtenidos en el estudio de precision intermedia asi como los
resultados del andlisis de varianza multifactorial para analizar la influencia de los factores
concentracion, analista y dia en la variabilidad de los resultados para G-1 y MBr se muestran
en las tablas 9, 10, 11y 12.
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Tabla 9. Resultados de la precision intermedia para G-1.

Analista 1 Analista 2
Concentraciones mg/L Concentraciones mg/L
Dia | Réplica 8 | 10 | 12 8 | 10 | 12
Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
1 1 7,95891 | 9,91618 | 12,07203 | 7,91193 | 10,14676 | 11,87781
2 7,93194 | 9,95635 | 11,89443 | 7,91885 | 10,08626 | 12,09196
Xm 7,94543 | 9,93627 | 11,98323 | 7,91539 | 10,11651 | 11,98489
S 0,01907 | 0,02840 | 0,12559 | 0,00489 | 0,04278 | 0,15143
CV (%) 0,24 0,28 1,05 0,06 0,42 1,26
Dia | Réplica | Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
) 1 7,99982 | 10,13903 | 11,99694 | 7,89120 | 10,08826 | 11,92627
2 8,07901 | 9,94812 | 11,92802 | 7,91367 | 9,98306 | 12,00907
Xm 8,03941 | 10,04357 | 11,96248 | 7,90243 | 10,03566 | 11,96767
S 0,05600 | 0,13499 | 0,04873 | 0,01589 | 0,07439 | 0,05855
CV (%) 0,70 1,34 0,41 0,20 0,74 0,49
Dia | Réplica | Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
3 1 8,09126 | 9,90390 | 11,92627 | 7,94419 | 10,07835 | 11,90526
2 7,92384 | 10,13740 | 11,96968 | 7,85186 | 9,98177 | 12,00907
Xm 8,00755 | 10,02065 | 11,94797 | 7,89803 | 10,03006 | 11,95717
S 0,11839 | 0,16511 | 0,03070 | 0,06529 | 0,06829 | 0,07341
CV (%) 1,48 1,65 0,26 0,83 0,68 0,61
Total
Xm 7,99746 | 10,00017 | 11,96456 | 7,90528 | 10,06074 | 11,96991
S 0,07301 | 0,10869 | 0,06379 | 0,03119 | 0,06540 | 0,08066
CV (%) 0,91 1,09 0,53 0,39 0,65 0,67

En todos los casos, tanto en los diferentes dias, como a las diferentes concentraciones y en los
diferentes analistas se obtienen valores de coeficiente de variacién menores de 2 % y el CV
total de la precisiéon intermedia es para cada concentracion inferior al doble del CV de la
repetibilidad del método.
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Tabla 10. Precision intermedia. Resultado del analisis de varianza para G-1.

Source Sum of Squares | Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:analista 0,00614091 1 0,00614091 0,00 0,9725

B:conc 30,4502 2 15,2251 3,04 0,0761

C.dia 1,87245 2 0,936227 0,19 0,8314

D:réplica 1,03891 1 1,03891 0,21 0,6550
INTERACTIONS

AB 9,13953 2 4,56977 0,91 0,4216

AC 8,96864 2 4,48432 0,89 0,4281

AD 0,310653 1 0,310653 0,06 0,8065

BC 30,4485 4 7,61211 1,52 0,2438

BD 8,55424 2 427712 0,85 0,4444

CD 0,480784 2 0,240392 0,05 0,9533

RESIDUAL 80,1764 16 5,01103
TOTAL (CORR.) 171,446 35

Como los valores de p, de las interacciones, son mayores que 0,05, no existe influencia de los
factores concentracion, analista y dia en la variabilidad de la respuesta en el método de

ensayo.
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Tabla 11. Resultados de la precision intermedia para MBr.

Analista 1 Analista 2
Concentraciones mg/L Concentraciones mg/L

Dia | Réplica 006 | 01 | 014 006 | 01 | 014
Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
1 1 0,06019 | 0,10004 | 0,14055 | 0,06035 | 0,09974 | 0,13984
2 0,05990 | 0,10023 | 0,14096 | 0,05989 [ 0,09950 | 0,13982
Xm 0,06004 | 0,10014 | 0,14076 | 0,06012 | 0,09962 | 0,13983
S 0,00021 | 0,00014 | 0,00029 | 0,00032 | 0,00017 | 0,00001

CV % 0,34 0,14 0,21 0,53 0,17 0,01
Dia | Réplica | Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
5 1 0,06081 | 0,09956 | 0,13973 | 0,06072 | 0,09994 | 0,14096
2 0,06059 | 0,09957 | 0,14003 | 0,06097 | 0,09994 | 0,14121
X 0,06070 | 0,09956 | 0,13988 | 0,06084 | 0,09994 | 0,14108
S 0,00016 | 0,00001 | 0,00022 | 0,00018 | 0,000003 | 0,00017

CV % 0,26 0,01 0,15 0,29 0,003 0,12
Dia | Réplica | Concentraciones Calculadas | Concentraciones Calculadas
3 1 0,06090 | 0,10023 | 0,14121 | 0,06053 | 0,09999 | 0,14057
2 0,06080 | 0,10069 | 0,14137 | 0,06090 | 0,09995 | 0,14017
Xm 0,06085 | 0,10046 | 0,14129 | 0,06072 | 0,09997 | 0,14037
S 0,00007 | 0,00032 | 0,00011 | 0,00026 | 0,00002 | 0,00028

CV % 0,12 0,32 0,08 0,43 0,02 0,20

Total

Xm 0,06053 | 0,10005 | 0,14064 | 0,06056 | 0,09984 | 0,14043
S 0,00040 | 0,00044 | 0,00066 | 0,00040 | 0,00019 | 0,00058

CV % 0,67 0,44 0,47 0,66 0,19 0,41

En todos los casos, tanto en los diferentes dias, como a las diferentes concentraciones y en los
diferentes analistas se obtienen valores de coeficiente de variacion menores de 2 % y el CV
total de la precisiéon intermedia es para cada concentracion inferior al doble del CV de la
repetibilidad del método.
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Tabla 12. Precision intermedia. Resultado del analisis de varianza para MBr.

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:analista 0,0473995 1 0,0473995 0,02 0,8976

B:conc 34,7388 2 17,3694 6,27 0,0098

C:dia 5,24278 2 2,62139 0,95 0,4090

D:replica 0,000229486 1 0,00022948 0,00 0,9929
INTERACTIONS

AB 5,86568 2 2,93284 1,06 0,3701

AC 0,427812 2 0,213906 0,08 0,9261

AD 0,314772 1 0,314772 0,11 0,7405

BC 5,91589 4 1,47897 0,53 0,7130

BD 9,1708 2 4,5854 1,65 0,2222

CD 3,27731 2 1,63865 0,59 0,5653

RESIDUAL 44,3405 16 2,77128
TOTAL (CORR.) 109,342 35

Como los valores de p, de las interacciones, son mayores que 0,05, no existe influencia de los
factores concentracion, analista y dia en la variabilidad de la respuesta en el método de

ensayo.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores obtenidos para la repetibilidad y precision

intermedia se concluye que este método de ensayo es preciso en las condiciones estudiadas.
4.2.5. Exactitud

Los resultados de la determinacion de la exactitud en base al por ciento de recuperacion de
G-1 y MBr y los resultados del analisis de varianza unifactorial para ambos casos se

encuentran en las tablas 13, 14, 15y 16 y en las figuras 19 y 20.
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Tabla 13. Resultados de la exactitud para G-1, a tres niveles de concentracion.

Conc. (mg/L) 8 10 12

0,965047 1,208747 1,42854
Cociente de Respuesta

0,972336 1,186163 1,420385

0,955678 1,202630 1,408449

8,07901 10,13903 11,99694

Conc. calculada (MQ/L) 8,14062 9,94812 11,92802

7,99982 10,08733 11,82713

Conc. medi
media calculada 8.07315 10,05816 11,91736

(mg/L)
S 0,07059 0,09874 0,08541
CV (%) 0,87433 0,98169 0,71665
Ltab 4,303
texp 1,79498 1,02019 1,67591
100,99 101,39 99,97
% recuperacion 101,76 99,48 99,40
100,00 100,87 98,56

A los tres niveles de concentracion se obtuvieron por cientos de recuperacion entre 98 % y
102 % (criterio aceptado para métodos cromatograficos) y en los tres casos las te, Son
menores que la tip para n-1 grados de libertad y p = 0,05, lo cual significa que los valores

obtenidos a las tres concentraciones no son estadisticamente diferente de los valores tedricos.



Anadlisis y discusion de los resultados

Tabla 14. Exactitud. Andlisis de varianza unifactorial para G-1.

Source Sum of Squares | Df |Mean Square| F-Ratio | P-Value

Between
4.30762 2 2.15381 2.86 0.1339
groups
Within groups 451327 6 | 0.752211

Total (Corr.) 8.82089 8

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

102F 7
101 7 I 7
100 7 7
I |

o8- J
8 10 12
Conc2

PRecup

Figura 19. Excatitud. Ploteo de las concentraciones contra los por cientos de recuperacion para G-1

Como el valor de p es mayor que 0,05 no existe influencia del factor concentracién en los
valores de por cientos de recuperacion, lo cual se observa tambien en la figura 19 donde el

intervalo para el nivel de concentracion esta incluido dentro de los otros dos.
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Tabla 15. Resultados de la exactitud para MBr, a tres niveles de concentracion.

Conc. (mg/L) 0,06 0,1 0,14

0,005875 0,009843 0,013879
Cociente de Respuesta

0,005846 0,009824 0,013838

0,005908 0,009819 0,013757

0,06019 0,10023 0,14096

Conc. calculada (MQ/L) 0,05990 0,10004 0,14055

0,06052 0,09999 0,13973

Conc. medi
media calculada 0,06020 0,10009 0,14041

(mg/L)
S 0,00031 0,00013 0,00063
CV (%) 0,52 0,13 0,45
Ltab 4,303
texp 1,11647 1,11647 1,11647
100,31 100,23 100,69
% recuperacion 99,83 100,04 100,39
100,87 99,99 99,81

A los tres niveles de concentracion se obtuvieron por cientos de recuperacion entre 98 % y
102 % (criterio aceptado para métodos cromatograficos) y en los tres casos las te, Son
menores que la tip para n-1 grados de libertad y p = 0,05, lo cual significa que los valores

obtenidos a las tres concentraciones no son estadisticamente diferente de los valores tedricos.
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Tabla 16. Exactitud. Analisis de varianza unifactorial para MBr.

Source Sum of Squares | Df |Mean Square| F-Ratio | P-Value
Between
0,1082 2 0,0541 0,33 0,7291
groups
Within groups 0,9742 6 0,162367
Total (Corr.) 1,0824 8

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

0.06 0.1 0.14
Conc

Figura 20. Exatitud. Ploteo de las concentraciones contra los por cientos de recuperacién para MBr

Como el valor de p es mayor que 0,05 no existe influencia del factor concentracién en los
valores de por cientos de recuperacion, lo cual se observa tambien en la figura 20 donde el

intervalo para el nivel de concentracion esta incluido dentro de los otros dos.

Todos los ensayos y analisis estadisticos realizados indican que el método de ensayo tiene la

exactitud requerida.
4.2.6 Limites de deteccion y cuantificacion (solo para MBr)

El resultado para la determinacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion es el

siguiente:

» El limite de deteccion es 0,0006 mg/L.
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» El limite de cuantificacion es 0,002 mg/L.

Por lo que se puede cuantificar la impureza MBr en el IFA G-1 cuando se encuentre por
encima de un 0,02 %.

4.3 CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE DEL RESULTADO DE LA TECNICA
PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE G-1 Y MBr EN LOTES DE
IFA G-1 POR GC-ECD

Para el célculo de la incertidumbre del resultado de esta técnica se analizé un lote de G-1, en
las tablas 15 y 16 se pueden observar los resultados obtenidos para la cuantificacion de la

pureza de G-1 y para la determinacion del contenido de MBr, respectivamente en el lote

analizado.
Tabla 17. Resultados para la pureza del G-1.
Area del pico
PesO I Sducto Sl R Rmedia
Material de 130,385 | 123,124 | 1,05897 %
Referencia 10,057 | 133,348 | 125,874 | 1,05938 1,059
133,776 | 126,325 | 1,05998
126,624 | 123,336 | 1,02666
Muestra 9,793 125,676 | 123,013 | 1,02151 1,024 99,18
9.801 123,195 | 119,949 | 1,02706 1026 99.23
' 123,932 | 121,014 | 1,02483 ’ '
% pureza del Material de Referencia: 99,87 Yomedio: 99,21; DS: 0,0409; CV%: 0,04
% pérdidas por desecacion: 0,01 % pureza en base a materia seca: 99,22

Tabla 18. Resultados para la determinacion del contenido de MBr.

Area del pico
Peso I Sducto SI R Rmedia
Material de 65,738 122,54 0,53646 %
Referencia 10,002 | 66,063 | 123,185 | 0,53629 0,537
64,269 | 119,251 | 0,53893
0,095 123,336 | 0,00077
Muestra 9,793 0,094 123,013 | 0,00076 0,001 0.15
9.801 0,091 119,949 | 0,00075 0.001 0.13
’ 0,079 121,014 | 0,00065 ' ’
% pureza del Material de Referencia: 99,64 % medio: 0,14; DS: 0.0083; CV%: 5,96
% pérdidas por desecacion: 0,01 % MBr en base a materia seca: 0,14
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4.3.1 Expresion matematica de la magnitud que se mide. Modelo matematico
El modelo matematico que se utilizo fue la formula (4) descrita en el acépite 3.4.

4.3.2. ldentificacion de las fuentes de incertidumbre. Diagrama de causa - efecto (Espina

de Pescado)

A partir del modelo matematico y con los resultados de la tormenta de ideas, que se desarrollo
con el criterio de diferentes expertos, se confeccion6 el diagrama causa-efecto que se observa
en la figura 21, estableciéndose las causas principales, secundarias y hasta terciarias que
pueden influir en el resultado del por ciento de G-1 y MBr en base a materia seca en lotes de
IFA G-1(% Xims).

Software Entrenamiento
A i Luz
Luz Cromatégrafo Analista Pureza

Gases 4 Entrenamiento
Repetibilidad Analista Entrenamiento
Instrumental Analista
nrase

Verificacién
Preparacion
Disoluciones Precision

Reactivos

Calibracion
Limpieza

» %Xims

Limpieza
Cromatdgrafo
Gases

Preparacion Calibracion
Disoluciones \ %Pérdidas

por desecacion

Repetibilidad
Instrumental

Balanza

Precision
Cond. Instal.

Figura 21. Diagrama Causa-Efecto

Las fuentes que aportan incertidumbre al cociente de respuesta de la muestra (Rm) vy al
cociente de respuesta de los MR (Rp) son las debidas a la preparacion de las disoluciones
(enrase, cristaleria y reactivos) y al cromatografo de gases (repetibilidad instrumental), todas
estas se pueden calcular, las demas no se pueden calcular, pero hay que tenerlas identificadas
y controladas para minimizar su efecto. Las fuentes de incertidumbre debidas a la preparacion
de las disoluciones influyen directamente en las inyecciones y estas en la respuesta (Rm y

Rp), por tanto, lo que se calcula es la incertidumbre de las inyecciones de la muestra y de los
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MR. Después se combina con la incertidumbre del cromatografo de gases y se obtiene la

incertidumbre de Rm y Rp.

La incertidumbre asociada a la masa de la muestra (Mm) y del MR (Mp) es estimada
utilizando los datos aportados en el certificado de calibracion de la balanza microanalitica

(incertidumbre reportada en la calibracion), asumiendo una distribucion normal o de Gauss.

La incertidumbre asociada al factor del promedio de pérdidas por desecacion (Fdp), se calcula
con la desviacion estandar de las determinaciones de este pardmetro (% pérdidas por
desecacion) aplicando la ecuacion matematica (8) descrita en el acapite 3.4.1.3, utilizando una

“t de student” con a.= 0,05 y n-1 grados de libertad.

La incertidumbre asociada a la pureza de los MR (Pp) es estimada por la pureza reportada en
el certificado de cada MR, los dos MR utilizados en este trabajo no se encuentran certificados,
por tanto, no se conoce la incertidumbre, esta se calculé asumiendo una distribucién
rectangular. La influencia de la luz no se puede calcular, pero se minimiza su influencia, ya

que los MR se protegen de la luz.
4.3.3. Determinacion y evaluacion de los componentes de incertidumbres

Las componentes de incertidumbres se determinaron teniendo en cuenta los dos criterios de

incertidumbres “Tipo A” y “Tipo B”.
Incertidumbres “Tipo A”

Para determinar estas incertidumbres, se utilizé una “t de student” con a = 0,05 y n-1 grados
de libertad y la expresion matematica (8) descrita en el acapite 3.4.1.3, los resultados se

exponen en la tabla 19.
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Tabla 19. Valor de las incertidumbres “tipo A"

Criterio Valores de
Componente de incertidumbre parael | . .
) incertidumbre (u;)
calculo
Inyecciones de la muestra de ensayo de G-1 n=4 Ulmec-1 =0,0041
Inyecciones de la muestra de ensayo de G-1 _
analizando MBr. Ulmeme: = 0,000089
Inyecciones de G-1 MR ulg1 = 0,0094
Inyecciones de MBr MR n=3 ulmer =0,0131
gactor _Qel porciento de pérdidas por WY%Fpd = 0,00025
esecacion
Cromatdgrafo de gases para G-1 uCGg.1 =0,0023
n==6
Cromatdgrafo de gases para MBr uCGwgr = 0,000041

Al combinar las incertidumbres de las inyecciones de la muestra y los MR con las del

cromatografo de gases utilizando las férmulas:

ucRm, =/(ucIme, > + (UcCG, }* (13) ¥ ucRp, = +/(uclp, } + (ucCG, )’ (14)

Donde:

El subindice “i” se refiere a G-1 0 MBr.

ucRm: incertidumbre del cociente de respuesta de la muestra.
uclmei: incertidumbre de las inyecciones de la muestra.
ucCGi: incertidumbre del cromatdgrafo de gases.

ucRp: incertidumbre del cociente de respuesta del MR.

uclp: incertidumbre de las inyecciones del MR.

Se obtuvieron los valores de incertidumbre asociados a Rm y a Rp que se exponen en la tabla
20.
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Tabla 20. Valores de las incertidumbres para Rmy Rp.

Valores de
incertidumbre (u;)
Cociente de respuesta (Rm) de la muestra de _
ensayo de G-1 URmec-1 =0,0047

Cociente de respuesta (Rm) de la muestra de B
ensayo de G-1 analizando MBr URmemer = 0,000098

Cociente de respuesta (Rp) de G-1 MR URg.1 =0,0061
Cociente de respuesta (Rp) de MBr MR URwar = 0,0037

Componente de incertidumbre

Incertidumbres “Tipo B”

A continuacion, en la tabla 21, se pueden apreciar los valores de incertidumbres evaluados por

las distribuciones de probabilidad.

Tabla 21. Valor de las incertidumbres “Tipo B”.

Componente de Criterio para el . Valores de

X : . Formula | . .
incertidumbre célculo incertidumbre (u)

G-1 MR Pureza: 99,87 % UPg-1 = 0,075 %

Rectangular

MBr MR Pureza: 99,64 % UPmer = 0,208 %

uBma = 0,0001 pg

Normal o de

Balanza microanalitica U =0,0002 pg, k=2 Gauss

4.3.4. Calculo de la incertidumbre estandar combinada

Para hallar la incertidumbre estdndar combinada se aplicaron las reglas para combinar las
Incertidumbres Tipicas [Cotectivo de autores, Folleto 2003] oy aste caso el modelo de multiplicacion y
division y se aplicd en el modelo matematico y se obtuvo la siguiente ecuacion general para el

calculo de la incertidumbre combinada:

2 2 2 2 2
0
UC%Xims =0 X ims & 4+ 2. % + & 4+ & 4 M (15)
Rm; Mp, Pp; Rp; %Fpd
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Donde:
El subindice “i” se refiere a G-1 o MBr.

uc%Xms: incertidumbre combinada del por ciento de G-1 o MBr en base a materia seca, segln

corresponda.
%Xms: por ciento de G-1 o MBr en base a materia seca, segun corresponda.
uRm: incertidumbre que aporta el cociente de respuesta de la muestra.
uMp: incertidumbre que aporta la Masa del MR.
uPp: incertidumbre que aporta la Pureza del MR.
uRp: incertidumbre que aporta el cociente de respuesta del MR.
u%Fpd: incertidumbre que aporta el Factor de por ciento de pérdidas por desecacion.
Rm: Cociente de respuesta promedio de la muestra.
Mp: Masa del MR.
Pp: Por ciento de pureza del MR.
Rp: Cociente de respuesta promedio del MR.
% Fpd: Promedio del Factor de por ciento de pérdidas por desecacion.
La incertidumbre de la masa del MR se multiplica por dos porque esta fuente de

incertidumbre se repite, ya que se utiliza la misma balanza para pesar MR y muestra de

ensayo, por tanto, se agrupa.
4.3.4.1. Incertidumbre estandar combinada para G-1y MBr

La incertidumbre estandar combinada se obtiene sustituyendo las componentes de

incertidumbre en (15).

La incertidumbre estdndar combinada del G-1 (uc%G-1ys) es: 0,73 % y la incertidumbre
estandar combinada del MBr (uc%MBr ) es: 0,025 %.

En la tabla 22 se presentan los valores de cada una de las componentes de incertidumbre que
dieron lugar a la incertidumbre estandar combinara para G-1 y MBr y en la figura 22 se
muestra como contribuye cada una de estas componentes a la incertidumbre estandar

combinada para G-1 y MBr.
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Tabla 22. Componentes de incertidumbre.

Componentes de incertidumbre Valores de Valores de
incertidumbre incertidumbre
(G-1) (MBr)
uPp Pureza MR 0,075 0,208
uRp Cociente de respuesta MR 0,0047 0,0037
URmM Cociente de respuesta Muestra 0,0061 0,000098
uMp Masa MR 1-107 1-107
u%Fpd | Factor de porciento de pérdidas 0,00025 0,00025
por desecacion
uc%Xims Incertidumbre estandar 0,73 0,025
combinada
uFpd I
- 1
[ uMp I
-c -
,§ uRm
3
g URp m MBr
3 mG-1
8 uPp
uc %Xims
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Valoresde u

Figura 22. Contribucion de los componentes de incertidumbre a la incertidumbre total

Se observa que la incertidumbre debida a la pureza del MR (uPp) es la que tiene mayor
contribucion a la incertidumbre estandar combinada, tanto para G-1 como para MBr.

Si se requiriese rebajar la incertidumbre de los resultados se deberia incidir en el punto que,

a priori, contribuye mas a dicha incertidumbre. En este caso para disminuir la
incertidumbre aportada por la pureza de los MR se deberia contar con la certificacion de

estos, la cual consta con el valor de incertidumbre.
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4.3.5. Calculo de la incertidumbre expandida
La incertidumbre expandida (U) se calcul6 segun la formula (10) descrita en 3.4.1.5.

De esta forma se obtiene que la incertidumbre expandida del G-1(Ug.1) es: 1,46 % vy la
incertidumbre expandida del MBr (Uwg:) es: 0,05 %, asumiendo un factor de cobertura k = 2

y un 95 % de confianza.
4.3.6. Expresion del resultado de la medicion

En el lote de IFA G-1, objeto de estudio, el resultado final de la medicion se expresa de la

siguiente manera:
> %G-1=99,22 £ 1,46 % con k =2 para un 95 % de confianza.

> %MBr =0,14 £0,05% con k =2 para un 95 % de confianza.
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5. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones para la determinacion simultanea del contenido de G-1 y su

impureza MBr en el IFA G-1 por cromatografia de gases con detector de captura electrénica.

La técnica para la determinacion simultanea del contenido de G-1 y su impureza MBr en el
IFA G-1 por cromatografia de gases con detector de captura electronica resulto ser especifica,
lineal en el intervalo de concentraciones de 8 mg/L a 12 mg/L para G-1y de 0,06 mg/L a 0,14
mg/L para MBr, precisa y exacta; con limite de deteccién igual a 0,0006 mg/L vy limite de

cuantificacion igual a 0,002 mg/L para MBr.

Se identificaron todas las posibles fuentes de incertidumbre que influyen en la determinacion
del contenido de G-1 y su impureza MBr en el IFA G-1 y se agruparon en cinco
componentes: pureza del MR, cociente de respuesta del MR, cociente de respuesta de la

muestra, masa del MR, factor de por ciento de pérdidas por desecacion.

Se calculd la incertidumbre expandida del resultado de la técnica para la determinacion
simultanea del contenido de G-1 y su impureza MBr en el IFA G-1 por cromatografia de
gases con detector de captura electrénica, siendo 1,46 % para G-1y 0,05 % para MBr, con un

factor de cobertura k = 2 y un nivel de confianza de 95 %.
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6. RECOMENDACIONES

Certificar los materiales de referencia de G-1 y MBr para contar con el valor de incertidumbre

asociado a la pureza de los mismos.
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