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RESUMEN

TITULO:
VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE METANOL
EN BEBIDAS ALCOHOLICAS'.

AUTOR:
Auriol Coronado Lizarazo™

PALABRAS CLAVES:
Validacion
Incertidumbre

Método analitico

DESCRIPCION:

Las bebidas alcohdlicas deben cumplir con una serie de requisitos y normas de
calidad en su contenido de metanol, de manera que no causen perjuicio a la salud de
las personas que las consumen. Por tanto, el laboratorio departamental de salud
publica de Bucaramanga, realiza el andlisis de dichas bebidas con el objetivo
fundamental de formarse una opinion a cerca de su calidad; y con base a los
resultados llevar a cabo las respectivas acciones legales y disciplinarias.

Para el aseguramiento de la calidad, el laboratorio realizé la validacion del método
analitico para la determinacién de metanol, con el fin de confirmar que se cumplen los
requisitos particulares para el uso especifico del método en las condiciones del
laboratorio y que se generan resultados confiables.

Durante el proceso de validacion es necesario determinar: el intervalo lineal de
trabajo, error fotométrico, limite de deteccion, limite de cuantificacion y la sensibilidad
del método. Para determinar la precisién, la trazabilidad y la incertidumbre del método
se siguieron disefios anidados en donde se cambiaron los factores que mas afectan la
variabilidad de los resultados.

La metodologia disefiada para el proceso de validacion presentd resultados practicos
acordes con los disefios tedricos propuestos. Ademas, la evidencia estadistica
permiti6 determinar una buena confiabilidad del método analitico en las condiciones
del laboratorio y por tanto, resultados confiables que generan seguridad en las
intervenciones en eventos de interés en la salud publica.

" Tesis de Grado.
" Facultad de Ciencias, Programa de Quimica, Director: José Carlos Gutiérrez



ABSTRACT

TITLE:
VALIDITY OF THE ANALITIC METHOD FOR DETERMINING METHANOL CONTENT
IN ALCOHOLIC DRINKS".

AUTHOR:
Auriol Coronado Lizarazo™

KEY WORDS:
Validity
Uncertainty
Analytic method

DESCRIPTION:

Alcoholic drinks must fulfill with an array of requirements and regulations of quality with
respect to their methanol contents, thus alcoholic drinks do not be harmful to people is
health. Therefore, the laboratory of public health in Bucaramanga is doing the analysis
of distilled with the main objective of having an opinion about their quality, and based
on the outcomes of the study, accomplishing the appropriate legal and disciplinary
procedures,

To ensure the quality of alcoholic drinks, the laboratory conducted the validity of the
analytic method for determining methanol content. This procedure is useful to verify
that specific requirements for using the method in accordance with the laboratory
conditions are followed and that reliable findings are generated.

During the validity process is necessary to determine: the linear interval of duty,
photometric error, detection limit, quantification limit, and method sensitivity. To
establish the accuracy and uncertainty of the method, lingered designs ere used, in
which the factors that affected the most the variability of the results ere changed.

The methodology planned for the validity process shoed practical outcomes in
agreement with theoretical designs proposed. Furthermore, statistic evidence let me to
determine a good reliability of the analytic method in accordance with the laboratory
conditions. In addition to this, the evidence helped to produce reliable results that give
security during interventions in important events of public health.

" Graduate thesis.
” Faculty Sciences, Chemistry program, Adviser: José Carlos Gutierrez



INTRODUCCION

Los alimentos de consumo humano deben cumplir con una serie de requisitos y
normas de calidad, esto con el fin de que no causen ningun problema de salud

para los humanos.

Los analisis de laboratorio, en la mayoria de los casos, tienen por objeto generar
un concepto acerca de la calidad de los alimentos u otros productos para el
consumo de la poblacion. Las bebidas alcohdlicas, por ser productos que
presentan una gran demanda de consumo por parte de la poblacion y debido ha
que pueden causar problemas en la salud, reciben una vigilancia sobre su
calidad. En nuestra regidn, la entidad encargada de controlar la calidad de las
bebidas alcohdlicas, es La Secretaria de Salud, en el laboratorio de Medicamentos

y Bebidas Alcohdlicas.

El Laboratorio de Medicamentos y Bebidas Alcohdlicas, de la Secretaria de Salud
de Bucaramanga, en busca del proceso de mejoramiento continuo, esta
desarrollando un sistema de aseguramiento de la calidad para obtener su
acreditacion, dentro de este proceso el pilar fundamental es la validacion de las
técnicas analiticas, de acuerdo con los requerimientos de la Norma Técnica
Colombiana, NTC ISO 17025 y las buenas Practicas de Manufactura de los

Laboratorios analiticos.

El presente trabajo describe el procedimiento de validaciéon del método “analitico
para la determinaciéon de metanol en bebidas alcohdlicas”. El procedimiento de
validacion comprende dos etapas: La primera de prevalidacion donde se
especifican los requisitos para la utilizacion de equipos, materiales de referencia,

preparacion de reactivos, personal, el protocolo del método adecuado a las



condiciones del laboratorio y los atributos del método (curva de calibracion, error
fotométrico o instrumental, limite de deteccion, limite de deteccidn instrumental,
limite de cuantificacion, sensibilidad); en esta etapa se prepara el método para la
validacién. La segunda etapa es la propia validacion la cual incluye las
determinaciones y evaluacién de: exactitud, precision, trazabilidad, recuperacion,

robustez, incertidumbre.

El fin de este proceso de validacion, es determinar si la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas, lo cual, es el

objetivo principal de este trabajo.



1. MARCO TEORICO

Para el cumplimiento de normas nacionales e internacionales en todos los campos
de andlisis se necesitan métodos de andlisis fiables. La comunidad internacional
reconoce, en consecuencia, que los laboratorios deben adoptar medidas
adecuadas para asegurar que son capaces de proporcionar datos de la calidad

exigida. Dichas medidas comprenden:

« La utilizaciéon de métodos de analisis validados;

* La utilizacion de procedimientos de control de calidad interno;

* La participacion en programas de ensayos de aptitud y

* La acreditacién del cumplimiento de una norma internacional, habitualmente la
Norma ISO/IEC 17025.

Se debe sefalar que la acreditacion en ISO/IEC 17025 aborda de forma especifica
la aplicacion de un sistema de rastreabilidad de las mediciones, ademas de

requerir otras condiciones técnicas y de gestion.

La validacion de métodos es por consiguiente un componente esencial de las
medidas que debe aplicar un laboratorio para obtener datos analiticos fiables.

En algunos sectores, principalmente en el analisis de alimentos, la exigencia de
disponer de métodos que han sido “validados plenamente” es una prescripcion de
ley. Se considera habitualmente que la validacién “plena” de un método de analisis
comprende un examen de las caracteristicas del método en un estudio del
funcionamiento del método entre laboratorios (conocido también como estudio en
colaboracion o ensayo en colaboracién). Se han establecido protocolos aceptados
internacionalmente para la validacidon “plena” de un método de analisis mediante
un ensayo en colaboracién, entre los que destacan el protocolo armonizado

internacional y el procedimiento de la ISO. En estos protocolos 0 normas se



exigen, para la validacion plena del método de analisis, la participacién en el
ensayo en colaboracion de un numero minimo de laboratorios y materiales de
ensayo. Sin embargo, no siempre es practico o necesario realizar una validacion
plena de los métodos de analisis. En estos casos, puede ser apropiado proceder a
una “validacién de métodos por un solo laboratorio” (Thompson, 2002; ISO 17025;
Castillo, 1997, Delgado, 2004).

1.1 VALIDACION

La validacion de métodos es una de las medidas reconocidas universalmente
como parte necesaria de un sistema integral de garantia de la calidad en el ambito
de la quimica analitica. La ISO, la UIQPA y AOAC Internacional, han colaborado
anteriormente para elaborar protocolos o directrices consensuados sobre disefo,
organizacion e interpretacion de estudios de funcionamiento de métodos, sobre
ensayos de aptitud de laboratorios de analisis (quimico), sobre control de calidad
interno en laboratorios de quimica analitica y sobre el uso de la informacion de
recuperacion en las mediciones analiticas. El grupo de trabajo que elabor6 estos
protocolos o directrices ha recibido ahora el encargo de la UIQPA de elaborar
directrices sobre la validacion de métodos de analisis por un solo laboratorio.
Estas directrices constituyen recomendaciones de minimos sobre los
procedimientos que deben aplicarse para asegurar la validacion apropiada de

métodos de analisis (Thompson, 2002).

1.2 QUE ES LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Validacién es la confirmacion mediante examen y aporte de evidencia objetiva de
que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico previsto (ISO

17025). La validacion debe ser tan exhaustiva como sea necesario para



responder a las necesidades de la aplicacion en cuestion. Debemos resaltar el
hecho que se valida con respecto a un uso determinado de antemano. Esta nocion
amplia de lo que implica la validacion equivale al concepto de adecuacion a la

finalidad o propdsito perseguido. (Ruis et al, 2002)

1.2.1 Por que es necesario validar los métodos de analisis. El analisis se
considera hoy en dia un proceso mediante el cual obtenemos informacion. Se
realizan millones de andlisis cada dia en el mundo es los ambitos mas variados:
analisis de productos manufacturados, analisis clinicos, forenses, quimicos y
fisicos. En todos ellos se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La
validacién de las metodologias analiticas, junto con otras actividades englobadas
en la gran area del aseguramiento de la calidad, otorgando la confianza necesaria,
a la vez que confieren un grado elevado de comparabilidad entre los resultados de

los analisis quimicos. (Ruis et al, 2002).

El laboratorio debera validar:

e Meétodos no estandarizados.

e Métodos disefiados o desarrollados internamente.

e Meétodos estandarizados usados fuera del alcance propuesto.

e Ampliaciones o modificaciones de métodos estandarizados.

e Cuando se realizan algunos cambios en los métodos no estandarizados ya
validados, se debe documentar la influencia de tales cambios y si es

necesario, se debe efectuar una nueva validacion.

La validacion incluye:

e La especificacion de los requisitos.

e La determinacion de las caracteristicas de los métodos.



e Una verificacidon de que se pueden cumplir los requisitos al usar el método.

e Una declaracion de su validez.

La técnica para determinar el funcionamiento de un método puede ser una de las

siguientes o su combinacion:

e Calibracion con el uso de normas o materiales de referencia.

e Comparacion de resultados obtenidos por otro(s) método(s).

e Comparaciones entre laboratorios.

e Evaluacién sistematica de los factores que influyen en los resultados.

e Evaluacién de la incertidumbre de los resultados basados en el
conocimiento cientifico de los principios tedricos del método y la experiencia

practica.

El laboratorio debera registrar:

e Los resultados obtenidos.
e El procedimiento usado para la validacion, y

e Una declaracion acerca de que el método se ajusta al uso propuesto.

Para las necesidades de los clientes deben ser relevantes el intervalo y la
exactitud de los valores que se pueden obtener de los métodos validados, como

son:

e Laincertidumbre de los resultados.
e Limite de deteccion.

e Selectividad del método.

e Linealidad.

e Limite de repetibilidad y reproducibilidad.



e Robustez contra influencias externas.

e Sensibilidad cruzada contra interferencias de la matriz de la muestra.

Conforme avance el desarrollo del método, se deben llevar a cabo revisiones
regulares para verificar que se siguen cumpliendo las necesidades del cliente.
Cualquier cambio en los requisitos que necesiten modificaciones en el plan de

desarrollo debe ser aprobado y autorizado (Delgado, 2004; castillo 2004).

1.2.2 Cémo validar los métodos analiticos. Para el cumplimiento de los
requisitos de validacién de los métodos analiticos del laboratorio, se plantea a
continuacién el porqué validar los métodos normalizados y se dan las pautas
basicas para llevar a cabo la validaciéon. Para informacion adicional se puede
consultar la bibliografia incluida acerca de la validacion de métodos (Eurachem,
2000; Green, 1996).

1.2.3 Validacion de métodos normalizados. Si bien la norma ISO/IEC 17025
no requiere la validacion de los métodos normalizados aplicados en un laboratorio
especifico, si establece que se deberan obtener datos sobre el rendimiento de su
propio uso, es decir que siempre resulta apropiado contar con algun grado de

validacion, incluso cuando se utilicen métodos normalizados.

Con frecuencia se asume que los métodos normalizados se pueden aplicar
directamente y que se alcanzaran los niveles de rendimiento publicados por
quienquiera que utilice el método, pero este no es un supuesto seguro. Se debe al
menos practicar con el método a través de un proceso de capacitacion para

alcanzar una competencia aceptable.



Para métodos normalizados debe verificarse si la informacion existente sobre su
validacidén es adecuada para el propésito requerido y si el laboratorio es capaz de
alcanzar el nivel de rendimiento que se reporta como posible. Ante los cambios de
analista es mas relevante controlar el rendimiento del analista respecto a lo que se
requiere y no segun la informacion publicada en el método, aunque siempre es

posible al menos verificar dicha informacion.

De acuerdo con lo anterior, un método debe validarse cuando:

e Sea necesario verificar que los parametros de rendimiento son adecuados
para usarlos en un problema analitico especifico.
e Se incorporen mejoras en el método.
e Se amplie el alcance del método para nuevas matrices.
e El control de calidad indique que el método esta cambiando con el tiempo.
e El método se use en un laboratorio diferente o con diferentes analistas o
instrumentos (Sanchez, 2002; Castillo, 1997, Delgado, 2004).

1.2.4 Grado de validacion. Un laboratorio debe establecer el grado de validacién
requerido de acuerdo con las necesidades del cliente, con las politicas de calidad,
con la naturaleza de los cambios realizados a un método previamente validado, o
con las metas de calidad que se haya trazado como parte de los procesos de

mejoramiento continuo del sistema de calidad.

El laboratorio debe decidir qué parametros de rendimiento del método debe
caracterizar, teniendo en cuenta las limitaciones de tiempo y costos, ademas de
los requerimientos del cliente, la experiencia con el método y si el método sera de
aplicacién rutinaria o no. Por ejemplo, si un método se aplica solo en casos
esporadicos, puede ser mejor subcontratar ese analisis antes que incurrir en los

gastos que la validacién representa.



No necesariamente todos los parametros de validacion que se describen mas
adelante son aplicables para todos los métodos. Por ejemplo, para validar
métodos normalizados en las condiciones de un laboratorio en particular, pueden
no ser de interés los aspectos de selectividad y especificidad, por cuanto quienes
han desarrollado y/o homologado el método ya han hecho (en la mayoria de los
casos) un trabajo exhaustivo acerca de las interferencias y la manera de
eliminarlas. Por otra parte, segun el principio fisico o quimico de la medicion
algunas variables no son susceptibles de ser obtenidas porque no aplican o
porque no es viable contar con un patron de comparacion confiable (Ruis et al,
2002; Sanchez, 2002; Mancera, 2002; Secretaria, 2002).

1.2.5. Parametros de validaciéon de un método. A continuacién se hace una
breve descripcion de los parametros que permiten evaluar el rendimiento de un
método y se hace una indicacion de qué se puede analizar para evaluar cada

parametro.

1.2.5.1 Confirmacion de identificacion, selectividad y especificidad. La
identidad se establece cuando la sefal producida en la etapa de medicién puede
ser atribuida unicamente al analito y no a la presencia de algo similar o la
coincidencia. La selectividad y la especificidad evaluan la confiabilidad de las
mediciones ante la presencia de interferencias; la segunda se considera por lo
general como un 100% de selectividad. Las interferencias pueden disminuir o

aumentar la senal atribuida al analito.

Estos parametros no requieren mayor validacion cuando se utilizan
procedimientos normalizados para una matriz especifica, puesto que el trabajo ya
lo han adelantado quienes desarrollaron y validaron el método. En estos casos se

deben tener muy en cuenta las especificaciones sobre posibles interferencias y la



manera de suprimirlas, si existen. Sin embargo, el laboratorio debe considerar el
estudio de las interferencias en la validacion si las matrices de las muestras que
analiza son muy variadas y si en alguna de ellas los interferentes se encuentran
en niveles muy altos que pueden no ser suprimidos por los procesos
recomendados. Este seria un caso de ampliacion del alcance del método para

nuevas matrices (Thompson, 2002).

1.2.5.2 Limite de deteccion. Se debe saber cual es la minima concentracion del
analito que se puede detectar confiablemente cuando se aplica un método para el
analisis de una muestra, aunque no existe un acuerdo universal sobre la
terminologia y existen varios criterios para su cuantificacién. En algunos casos es
suficiente brindar una indicacién del nivel en el que la deteccion se torna menos
confiable (promedio de lectura de blancos del método mas tres veces su
desviacion estandar), pero resulta conveniente aplicar una metodologia mas
exacta; en cualquier caso se recomienda informar el mecanismo seleccionado
(Thompson; 2002; Analytical Methods Committee, 1987).

Existen diversas maneras para determinar el limite de deteccion, dependiendo de
que se trate de un método no instrumental o instrumental. Pueden emplearse otras

aproximaciones a las presentadas a continuacion.

Para meétodos no instrumentales, el limite de deteccion es generalmente
determinado por el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito
y estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser detectado en forma
confiable. Este procedimiento puede emplearse también para métodos

instrumentales.

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede

emplearse una aproximacion basada en la comparacion de las sefales medidas

10



con muestras que contienen pequefas cantidades conocidas de analito con
muestras blanco y determinando la relacion sefal-ruido. Una relacion sefial ruido
de 3:1 6 2:1 se considera generalmente aceptable para estimar el limite de

deteccion.

Otras aproximaciones se basan en la determinacion de la pendiente de la recta de

calibracion y la desviacion estandar de la respuesta.

Cualquiera sea el método empleado, el limite de deteccién deberia ser luego
confirmado por medio del analisis de un numero apropiado de muestras con

concentraciones cercanas o en el limite de deteccion propuesto (Castillo, 1997).

1.2.5.3 Limite de cuantificacion. EI LC es la minima concentraciéon de analito
que se puede determinar con un nivel aceptable de precision (repetibilidad) y
exactitud. Varias convenciones lo definen como la concentracion de analito
correspondiente al valor del blanco mas 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la

media de blancos.

Ninguno de los dos limites representan niveles en los que la cuantificacién es
imposible; es simplemente una regién en que la magnitud de las incertidumbres
asociadas es de valor semejante al resultado real. El limite de cuantificaciéon no se
debe determinar por extrapolacién por debajo del menor estandar analizado
(Sanchez, 2002).

Existen diversas maneras para determinar el limite de cuantificacion, dependiendo

de que se trate de un método no instrumental o instrumental. Pueden emplearse

otras aproximaciones a las presentadas a continuacion.
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Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificacion es generalmente
determinado por el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito
y estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser cuantificado con
precision y exactitud. Este procedimiento puede emplearse también para métodos

instrumentales.

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede
emplearse una aproximacion basada en la comparacion de las sefiales medidas
con muestras que contienen pequefas cantidades conocidas de analito con
muestras blanco y determinando la relacion sefal-ruido. Una relacion sefial ruido
de 10:1 se considera generalmente aceptable para estimar el limite de

cuantificacion.

Otras aproximaciones se basan en la determinacion de la pendiente de la recta de
calibracion y la desviacion estandar de la respuesta.

Cualquiera sea el método empleado, el limite de cuantificacion debe ser
confirmado por medio del andlisis de un numero apropiado de muestras con
concentraciones cercanas o en el limite de cuantificacion propuesto (Mancera,
2002).

1.2.5.4 Intervalo de trabajo e intervalo lineal. Linealidad, es la capacidad del
método analitico para obtener resultados directamente proporcionales a la
concentracion o cantidad del analito en un rango definido.? Se determina mediante
el tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el analisis del analito a
diferentes cantidades o concentraciones. La seleccién del rango y del numero de
puntos experimentales esta estrictamente relacionados con la aplicacién del
método (Castillo, 1997).
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Se debe determinar el intervalo de concentraciones de analito dentro del cual se
puede aplicar el método; esto se refiere a las concentraciones efectivamente
medidas y no a las muestras originales. En el extremo inferior del intervalo de
concentraciones el factor limitante es el valor del limite de deteccién; en el extremo
superior el alcance depende de la respuesta del instrumento o de condiciones

analiticas establecidas como 6ptimas.

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un rango de respuesta lineal (intervalo
lineal); los calculos de regresidn por si solos pueden ser insuficientes para
establecer la linealidad; se debe complementar con una inspeccion visual de la
linea y los residuos. En general los controles de linealidad requieren efectuarse

con al menos 10 concentraciones o valores diferentes.

La evaluacion del intervalo de trabajo y del intervalo lineal permiten definir qué
grado de calibracidn se requerira al usar el método; en el intervalo lineal puede ser
suficiente un punto de calibracion para establecer la pendiente de la linea de
calibracion. En el resto del intervalo de trabajo sera necesaria la calibracion en
multiples puntos, preferiblemente mas de seis. La respuesta del instrumento a la
concentracion no tiene que ser perfectamente lineal para que el método sea
eficaz, pero la curva debe ser repetible cotidianamente. El intervalo de trabajo y el
intervalo lineal pueden ser diferentes para matrices diferentes segun el efecto de

las interferencias que aporte la matriz (Sanchez, 2002).

1.2.5.5 Exactitud (y sesgo). Exactitud, indica la capacidad del método analitico
para obtener resultados lo mas proximos posibles al valor verdadero (Ruis, 2002;
Thompson, 2002). A diferencia de la precisidn, que refleja el error aleatorio, la
exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él. Cuando existen
interferencias en el método por falta de selectividad (desviacion por exceso en los

resultados), o cuando se trata de métodos analiticos muy laboriosos, con varias
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etapas, como extracciones, purificaciones, etcétera (desviacién por defecto en los
resultados), el método se considera no exacto o biasado. Se evalua en la
validacién por comparacion con los valores de referencia de un material
caracterizado (material de referencia, MR), o con valores tomados de otro método
caracterizado. Los valores de referencia deberian ser trazables a las normas
internacionales; los materiales de referencia certificados (MRC) generalmente se
aceptan como trazables. Es ideal que el MR sea de matriz natural lo mas similar

posible a las muestras de interés. En caso contrario los MR pueden ser:

e Preparados por adiciones de MRC puro u otros de pureza y estabilidad
adecuadas a muestras tipicas, o
e Muestras tipicas bien caracterizadas, controladas para verificar su

estabilidad y pasadas por un proceso interno de control de calidad.

Usualmente la aplicacién de un método involucra un sesgo combinado: el sesgo
del método que surge de errores sistematicos inherentes a él (sin importar el
laboratorio que aplica el método), y el sesgo del laboratorio que surge de errores
sistematicos caracteristicos del laboratorio. El sesgo obtenido en una validacion
debe compararse con el sesgo reportado para el método y el obtenido por varios

laboratorios que utilicen el mismo método (Sanchez, 2002; ISO 5725).

1.2.5.6 Precisién. La precision, segun la norma ISO 3534, es el grado de
concordancia entre ensayos independientes obtenidos bajo unas condiciones
estipuladas. Estas condiciones dependen de los factores que se varien entre cada
uno de los ensayos. Algunos de ellos son: el laboratorio, el analista, el equipo, el
dia en que se hace le ensayo, etc. Dependiendo de los factores que se varien se
pueden analizar tres tipos de precisidén, repetibilidad, precisién intermedia vy
reproducibilidad (Maroto, 2002).
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La repetibilidad es la precision mas pequeia esperada, da una idea de la
variabilidad que se espera cuando un método es aplicado por un solo analista en
un equipo durante un periodo corto. En el otro extremo, la reproducibilidad, que
representa la variabilidad que se obtiene cuando una muestra es analizada por
varios laboratorios, tiene un valor mas amplio. La precisién intermedia y mas util
en casos especificos, se obtiene cuando se evaluan algunas condiciones en el
analisis. Es importante que los valores de precision sean representativos de las

condiciones de ensayo probables (Rui et al, 2002).

1.2.5.7 Sensibilidad. La sensibilidad es el gradiente de la curva de respuesta, o
lo que es lo mismo, el cambio en la sefal correspondiente a un cambio de
concentracion de analito. Para el intervalo lineal de un método, la sensibilidad
corresponde a la pendiente de la recta de calibracion, y es un parametro objeto de

seguimiento cuando se efectuan calibraciones rutinarias (Thompson, 2002).

1.2.5.8 Robustez. Es una medida de qué tan bien responde un método analitico
ante una implementacién no tan perfecta, ya que si ciertas etapas del método no
se implementan con el suficiente cuidado, tendran un efecto severo sobre la
efectividad del método. Generalmente este parametro aplica para métodos
desarrollados por el laboratorio, en los cuales se realizan variaciones deliberadas
en el método y se cuantifica el efecto en el rendimiento, antes de entrar en
estudios de colaboracién. Por lo tanto es una variable que no necesariamente
debe ser objeto de la validacion cuando se utilizan métodos normalizados
(Castillo, 1997; Delgado, 2004; Thompson, 2002).

1.2.5.9 Recuperacion. Se debe evaluar la capacidad de un método de

determinar todo el analito presente en las muestras, segun el alcance del método
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(algunos solo determinan algunas especies del analito). La mejor manera de
determinar la eficacia de extraccion del método es adicionar diferentes
concentraciones del analito a las muestras y procesarlas por el método completo.
Aunque es la manera mas comun de cuantificar la recuperacién, el analito
adicionado puede no enlazarse tan fuertemente a la matriz como el presente de
manera natural y dar como resultado la impresién de una elevada eficacia de
extraccidon. La alternativa es efectuar el proceso con MR en |la matriz deseada, si
existen; si estos MR han sido generados mediante caracterizacion de muestras
naturales el estudio de recuperacion representara con mayor precision la

extraccion de muestras reales (Sanchez, 2002).

1.2.5.10 Incertidumbre de medicion. La incertidumbre de medicion es un
parametro simple que expresa el rango de valores posibles sobre la base del
resultado de la medicion; su estimacion por procedimientos adecuados toma en
cuenta todos los efectos reconocidos que afectan el resultado. La estimacion de
la incertidumbre de un método debe tomar en cuenta la precision general de largo
plazo, el sesgo, la incertidumbre del MR, la incertidumbre de calibracion, y
cualquier otro efecto significativo, como pueden ser la temperatura o tiempo de

analisis, si aplican (Eurachem, 2000).

La guia ISO 3534-1, define incertidumbre como “una estimacién unida al resultado
de un ensayo que caracteriza el intervalo de valores dentro de los cuales se afirma
que esta el valor verdadero”. Su estimacién por procedimientos adecuados toma
en cuenta todos los efectos reconocidos que afectan el resultado, la precision
general, el sesgo, la incertidumbre del MR, la incertidumbre de calibracién, y
cualquier otro efecto significativo, como pueden ser la temperatura o tiempo de
analisis, si aplican (Mancera, 2002; ISO 3534).

16



El concepto de incertidumbre refleja, pues duda acerca de la exactitud del
resultado obtenido una vez que se han evaluado todas las posibles fuentes de
error y que se han aplicado las correcciones oportunas. Es decir, la incertidumbre
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 acompanados de su incertidumbre para que se puedan tomar
decisiones basadas en dichos resultados (Thompson, 2002; Maroto, 2002;
Eurachem, 2000).

1.3 APROXIMACIONES EXISTENTES PARA LA ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE

Hoy en dia es cada vez mas importante que los resultados analiticos vayan
acompanados de su incertidumbre. Asi lo establece la norma ISO/IEC 17025.

El célculo de la incertidumbre no es sencillo debido al elevado numero de fuentes
de error presentes en un procedimiento analitico. Esto ha hecho que se hayan

propuesto varias aproximaciones para su calculo.

o Aproximacion ISO. Comunmente, este método recibe el nombre de
“bottom-up” debido a que divide el proceso de medida quimico en sus partes
fundamentales, cada una de las partes fundamentales se subdivide a la vez en
contribuciones mas pequefas, etc. Posteriormente se calcula la incertidumbre de
cada una de las partes y se combinan para obtener la incertidumbre global del

proceso de medida quimica.

o Lineamientos de la GUM. Al igual que la aproximacién I1SO, la GUM
cuantifica la incertidumbre mediante el calculo de las contribuciones individuales
y su posterior combinaciéon. Ambas tanto la ISO como la GUM dividen el proceso

en cuatro etapas:
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Especificacion
Identificacion
Cuantificacion

Combinacion

o Aproximacion propuesta por el Analytical Methods Committee. Esta
aproximacion esta basada en calcular la incertidumbre utilizando la informacion
generada en los ejercicios colaborativos. A esta Aproximacion también se le
conoce como “top-down” debido a que cuantifica la incertidumbre desde un nivel
superior. La aproximacién top-down agrupa todas las posibles fuentes de error en
cuatro términos: El sesgo del método, el sesgo del laboratorio, el sesgo de la

serie y el sesgo del error aleatorio.

Las desventajas de la aproximacion “top-down” han hecho que se haya ido
proponiendo otras aproximaciones globales basadas en utilizar la informacion de

un laboratorio individual.

La mayoria de las aproximaciones globales que se estan proponiendo actualmente
se basan en utilizar la informacién obtenida en la validacion del método. A
continuacion se profundiza en la aproximacion propuesta por Maroto, en su tesis
de doctorado, la cual, calcula la incertidumbre globalmente aprovechando la
informacion generada durante la verificacion de la trazabilidad y también la
obtenida durante otras etapas de validacion del método como los estudios de
precision (Maroto, 2002; Maroto et al, 2002).
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1.4 APROXIMACION PROPUESTA PARA EL CALCULO GLOBAL DE LA
INCERTIDUMBRE

Para el calculo de la incertidumbre en métodos de rutina validados en un intervalo
amplio de concentraciones con blancos de muestras adicionadas se utiliza la

siguiente expresion:

—1 S_|2 2 E (Ccorr - c_:a 2
U(Ccorr) = R 0. +Se . o + Zz(ca’ij _(_:a)z + S “matriz

El primer término corresponde a la incertidumbre del procedimiento, el segundo a
la verificacién de la trazabilidad y el tercero a otros términos debidos a la

variabilidad de las matrices de las muestras de rutina.

1.4.1 Estudios de precision. Se propone un disefio anidado de tres factores, el
cual permite obtener informaciéon acerca de la precision intermedia y de la
repetibilidad, a demas de evaluar la posible variacidn de la precision del método

con la concentracion.

Su disefio y el célculo de las varianzas asociadas a cada factor se muestran

claramente en el disefio metodoldgico (Ferre, 2002).

1.4.2 Aseguramiento de la trazabilidad de los resultados utilizando muestras
adicionadas. Para verificar la trazabilidad en un intervalo amplio de

concentraciones es necesario evaluar dos tipos de sesgo: el sesgo proporcional
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(en términos de recuperacion) y el sesgo constante. Como las adiciones se haran
a blancos de muestras, se puede calcular tanto el sesgo proporcional como sesgo
constante a partir de la recta de adiciones estandar (Rui et al, 2002; Maroto,
2002).

o Calculo de sesgo proporcional. Estudios de recuperacion. Para evaluar
el sesgo proporcional del método es necesario calcular la recuperacién variando
representativamente la concentracion adicionada y el intervalo de matrices de las
muestras de rutina. Para ello, pueden utilizarse disefios anidados de tres factores
(ver figura 3). Segun este disefio, el analito se adiciona a diferentes tipos de
muestras que son representativas de las matrices de las muestras de rutina. Esta
adicion debe hacerse preferiblemente al menos a tres niveles de concentracion
(en los extremos y el valor medio del intervalo de concentraciones de las muestras
de rutina). Posteriormente, se deben analizar cada muestra adicionada dos veces
en condiciones intermedias. Este disefio anidado permite obtener util informacion
para el calculo de la incertidumbre ya que a partir del ANOVA, puede obtener la
incertidumbre debida ala variabilidad de las muestras de rutina e informacion
sobre como varia la precision con la concentracion. La recta de adiciones se
obtiene graficando la concentracion encontrada versus la concentracion
adicionada, la pendiente de esta recta es una estimacion de la recuperacion del
método y la ordenada en le origen proporciona una estimacion del sesgo

constante del método (Maroto, 2002).
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Figura 1. Recta de adiciones estandar.

f=tan

1.5 ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA)

El analisis de la varianza conocido como ANOVA (del ingles Andlisis of Variance),
es una técnica estadistica muy poderosa que se utiliza para separar y estimar las
diferentes fuentes de la variacion que influyen en el resultado, algunas causas de
estas variaciones se deben principalmente al error aleatorio y al efecto controlado
o efecto fijo, el cual como su nombre lo indica es controlado por el experimentador
de acuerdo a su interés, es asi, que su analisis se puede realizar variando uno o
mas factores entendiéndose factor como cualquier aspecto de las condiciones
experimentales que influye en el resultado obtenido en un experimento, en caso
de variar dos factores se estaria hablando de un ANOVA de dos factores, sea cual
fuere el caso esta herramienta estadistica se puede utilizar para separar la
variacion debida al error aleatorio de cualquier otra variacion provocada al
cambiar el factor de control y de esta manera probar si una alteracion del factor de
control ocasiona diferencias significativas entre los valores medios obtenidos
(Miller, 1999).
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2. METODOLOGIA

2.1 DEFINICION DE HIPOTESIS

Para el desarrollo del presente trabajo se planteo la siguiente hipotesis general: el
método analitico para la determinacién de metanol por espectrofotometria en
bebidas alcohdlicas, aplicados en el laboratorio de medicamentos y bebidas
alcohdlicas de la secretaria de salud, genera resultados confiables para controlar

la calidad de las bebidas alcohdlicas.

2.2 EQUIPOS Y MATERIALES

e Balones volumétricos de 100 y 50 ml, clase A.

e Tubos de ensayo de 25 ml de capacidad.

e Bano de agua termostatado a 60-75 °C.

e Espectrofotémetro VIS.

e Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10 ml de capacidad, clase A.

e Dispensadores de volumen variable, hasta 50 ml de capacidad.
e Vortex.

e Balanza analitica.

2.3 REACTIVOS

e Sal sddica del acido cromotropico R.A.
e Acido 0-fosférico al 85% R.A.
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e Acido sulfdrico al 96% R.A.

e Agua destilada

e Alcohol etilico, 99.8 % Abs. R.A.

e Alcohol metilico R.A.

e Permanganato de potasio, R.A.

¢ Metabisulfito de sodio, R.A.

e Solucién de permanganato de sodio al 3 % y 15 ml de &cido ortofosoférico al
85 % en 100 ml de agua destilada. Preparar mensualmente.

e Solucién de la sal sodica del acido cromotropico al 5 % en agua
destilada, filtrar si no es clara. Utilizar la solucion fresca o almacenarla
maximo semanalmente, en recipiente protegida de la luz y bajo refrigeracion.

Puede emplearse tanto el acido como la sal.

2.4 DOCUMENTACION Y MONTAJE DE LA METODOLOGIA

El procedimiento del método analitico para la determinacion de metanol en

bebidas alcohdlicas se describe a continuacion.

2.4.1 Procedimiento. Tomar y destilar 100 ml de la bebida alcohdlica, recoger en
un balén volumétrico de 100 ml y ajustar el volumen a 20 °C. Determinar el grado
alcoholimétrico de la muestra previamente destilada, diluirlo o ajustarlo hasta una
concentracion de alcohol entre el 5-6 % en volumen. Si se encuentra mas del 0.05%
de metanol diluir, ajustando el grado alcoholimétrico al rango mencionado
anteriormente. Para muestras que contengan menos del 0.05 % de metanol, poner
200 ml de muestra en un destilador de fraccionamiento, reflujar por 15 minutos,

recoger 10 ml de destilado y diluir a 160 ml con agua destilada.
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Pipetear 2 ml de solucion de permanganato en tubo de ensayo, enfriar en bafio de
hielo durante 10 minutos, afiadir 1 ml de muestra y dejar en reposo en el bafo
durante 30 minutos. Decolorar con una pequefia cantidad de metabisulfito de sodio
anhidro y adicionar 1 ml de solucién de acido cromotrépico. Anadir lentamente con
agitacion 15 ml de acido sulfurico al 96 % y colocar 15 minutos en bafio de maria
(60-75 °C). Enfriar y trasvasar cuantitativamente a balén volumétrico de 50 ml
lavando con pequefias porciones de agua destilada, mezclar y completar a
volumen, con agua a temperatura ambiente. Leer la absorbancia a 575 nm
utilizando como blanco alcohol etilico al 5.5 % tratado analogamente en la forma

descrita.

Preparar soluciones patron de alcohol metilico que contenga 50, 100,150, 200 y
250 mgl/litro, en alcohol etilico al 5.5 % vy tratarlas simultdneamente de la misma
forma como la muestra. Efectuar las lecturas de las absorbancias
correspondientes. Las temperaturas de lectura de las soluciones patron y de las
muestras no deben diferir en mas de 1 °C, ya que la temperatura afecta

sensiblemente la intensidad del color.

Si la intensidad del color en la muestra problema es demasiado, diluir con un blanco
de acido sulfurico-etanol preparado similarmente. Se recomienda como maximo

diluir a no mas de tres veces.

2.4.2 Calculo. Construir la curva de calibracion, graficando las lecturas de las
absorbancias de cada uno de los estandares Vs concentracién en mg/L. Por
interpolacion de la absorbancia de la muestra encontrar la concentracion de la

muestra incognita.
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Calculo del contenido de alcohol metilico, en mg / dm3, en alcohol anhidro:

Cm x (100 /GA) x f.

Donde: Cm = Concentracion de metanol leida en la curva.
f = Factor de diluciéon de la muestra.

GA = Grado alcoholimétrico de la muestra.

2.5 PREVALIDACION

Antes de iniciar con el proceso de validacion se determinaron los siguientes

parametros:

2.5.1 Calibracion de la balanza analitica. Se utilizo el método de comparacion
directa con un patron. Este es el método mas simple y surge a partir de la
definicion de calibracidon. En este método se comparo los valores proporcionados
por la balanza del laboratorio al medir varios patrones de los que se conocian los
valores de las magnitudes de sus pesos. Dicha calibracion fue contratada por el
Laboratorio Departamental de Salud, con un laboratorio de metrologia de la
ciudad de bogota, quienes reportaron la incertidumbre de la balanza para tres

rangos de peso.

2.5.2 Curva de calibracion. Para el analisis de metanol en las bebidas
alcohdlicas, se prepararon estandares en un intervalo de 0.0 hasta 120 %, del

valor tedrico de concentraciones, teniendo en cuenta el limite de deteccion
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instrumental (LDI) y el rango lineal tedricos (soluciones estandar de 30, 50, 100,
150, 200, 250 ppm de metanol), se determinaron sus absorbancias tomando 4
datos experimentales de cada punto. Con los datos se construyo la curva de
calibracion y la curva de Ringbom, mediante las cuales se identifico el intervalo

lineal y se selecciono los estandares para elaborar las curvas de trabajo diarias.

2.5.3 Error Fotométrico o Instrumental (EF). El error instrumental se define

como:

:2§ Xi - X]|
n

EF (1)

Donde:

Xi : Representa los diferentes valores de % T.

X Representa el promedio de los valores de % T.

n : Numero de datos (10).

Para determinar el error fotométrico o instrumental (EF), se preparo diez veces un
patrén de 150 ppm de alcohol metilico y fueron leidos, pasando primero un blanco

de reactivos.

2.5.4 Limite de Deteccion (LD) y Limite de Detecciéon Instrumental (LDI).
Para determinar LD y LDI se realizo 20 mediciones del blanco de reactivos y dos

estandares de concentracion baja.
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LD = Sb + 3%b (2)

Donde:

Sb: Es la sefial media del blanco o del estandar bajo que se haya escogido.

Sb: Es la desviaciéon estandar del blanco o del estandar bajo.

2.5.5 Limite de Cuantificacion (LC). En la determinaciéon del LC se analizo
veinte veces el blanco de reactivos. El LC se calcula como diez veces la

desviacion estandar del analisis del blanco o del estandar bajo seleccionado.

LC =Sb +10Sb (3)

2.5.6 Sensibilidad de Método. Se determino como la pendiente promedio de

todas las curvas de calibracién realizadas durante la validacion.

2.6 VALIDACION

En el procedimiento para la validacién de los métodos analiticos, se empleo
(tabla 1): dos blancos de reactivos (BK1 y BK2), dos estandares de concentracion
conocida 0.9C (250 ppm) y 0.09C (50 ppm), dos muestras M y M,, dos muestras
adicionadas M1+A ((100 ppm) y M2+A; (150 ppm), (donde A; y Az son adiciones
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estandar de concentracion conocida); estos lotes se corrieron 10 veces y se

sometieron a tratamiento estadistico.

Tabla 1. Soluciones de trabajo para la validacion de las técnicas

Solucion # Descripcion

2 Determinacion del testigo. Blanco de reactivos

Solucién estandar 0.9 C mg/L (250 ppm)

Solucion estandar 0.09 C mg/L (50 ppm)

Muestra 1

Muestra 2
Muestra 1 + Adicion estandar 1 (0.4C) (100 ppm)
Muestra 2 + Adicion estandar 2 (0.7C) (150 ppm)

0| N| O o | W

Dentro de cada lote las muestras se analizaron en forma aleatoria; esto permite
eliminar los efectos de cambios sistematicos en factores que no pueden ser

controlados y que puedan dar lugar a falsas conclusiones.

2.6.1 Precision. Se determin6 la precision en varios niveles: repetibilidad,
reproducibilidad y la precisién intermedia asociada a cada uno de los factores
variados en un disefio anidado. Una de las formas de calcular la precisién de un
procedimiento analitico es analizando una muestra n veces variando entre cada
ensayo todos aquellos factores que puedan afectar los resultados. Por esta razon,
es mejor utilizar disefios anidados. La ventaja de estos disefios es que
proporcionan una buena estimacion de la precision intermedia ya que los factores
se varian en forma ordenada y asi, se puede saber cuales son los factores que

influyen mas en la variabilidad de los resultados.
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e Precisién intermedias de series diferentes:
Se analizaron 10 lotes de soluciones 7 y 8, descritas en la tabla 1, utilizando un
disefio anidado de tres factores en los que se varia la concentracion, el dia y el
replicado como se ilustra en la figura 2. Los factores de variabilidad estudiados en
este disefio anidado se colocan de forma que los factores que estén mas
afectados por errores sistematicos estén mas arriba en el disefio y los menos

afectados por errores sistematicos mas abajo (figura 2).

Figura 2. Disposicion de los factores concentracion, dia y replicado del disefio anidado.

Factor

il

Cancentracion
i

]
=

Dia

Replica
k

o “an - PR fig |' Ve '"E_'.-" I va Fun ' P '"!_'.I. . '"_f.-"

Siguiendo el disefio de la figura 2, una muestra de concentracion i, deberia ser
analizada dos veces en un mismo dia; este proceso debe repetirse durante diez

dias para cada una de las muestras.
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Las varianzas asociadas a la repetibilidad y entre dias, pueden obtenerse
haciendo un analisis de la varianza (ANOVA) a los resultados obtenidos a partir
del disefio anidado propuesto en la figura 2.

La tabla 2, muestra el ANOVA asociado a un disefio anidado completo de tres
factores. La tabla 3, muestra los distintos tipos de precision (expresados como

varianzas) que pueden calcularse a partir del ANOVA de la tabla 2.

Tabla 2. Tabla ANOVA de un disefio completo anidado de tres factores (g.l. son los grados de
libertad).

Fuente Cuadrados Medios g.l
I )2
n.p) ) (ri-T)
Concentracion CMc = | _1 1 -1
IN P (o —\2
, CM o = DIPNUED
Dia I( p _ 1) I(p' 1)
P2 (i)’
Replica CMr = (1) .p.(n- 1)

Tabla 3. Calculo de las varianzas obtenidas a partir del ANOVA de los resultados obtenidos en un

diseno anidado de tres factores.

Varianza Expresion
Repetibilidad, Sk’ CMr
CMpb -CMRr
Entre dias, Sp’ T
2 2 2
Intermedia, Sl2 SrR“- Sp“- Sc
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2.6.2 Trazabilidad. Para el aseguramiento de la trazabilidad de los resultados se
utilizo muestras adicionadas. Para verificar la trazabilidad en un intervalo amplio
de concentracion es necesario evaluar dos tipos de sesgo: el sesgo proporcional
(en términos de recuperacion) y el sesgo constante. Para evaluar el sesgo
proporcional del método es necesario calcular la recuperacién variando
representativamente la concentracion adicionada y el intervalo de matrices de las

muestras de rutina. Para ello se utilizo el disefio anidado de tres factores (figura 3).

Segun este disefio, el analito se adiciono a tres tipos de muestras que son
representativas de las matrices de las muestras de rutina. Esta adicion debe
hacerse preferiblemente al menos a tres niveles de concentracion (en los
extremos y en el valor medio del intervalo de concentraciones de las muestras de
rutina). Posteriormente, se analiz6 cada muestra adicionada dos veces en
condiciones intermedias. Este disefio anidado permite obtener informacion util
para el calculo de la incertidumbre ya que a partir del ANOVA puede obtenerse la
incertidumbre debida a la variabilidad de las muestras de rutina e informacion

sobre como varia la precisién con la concentracion (tabla18).

Las adiciones se hicieron en muestras que no contenian concentracion inicial del
metanol. Se calculo la recuperacién de muestras con adiciones de 50, 100 y 150
ppm de metanol, variando las matrices de las muestras utilizando aguardiente, ron
y vino; para este fin se analizo cada muestra adicionada dos veces en condiciones
intermedias siguiendo el disefio anidado de tres factores que se muestra en la

figura 3.
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Figura 3. Disefio anidado de tres factores para calcular la recuperacion utilizando n muestras
adicionadas. El metanol se adiciona a tres niveles de concentracion (50, 150 y 250 ppm de
metanol). En cada nivel de concentracién se adiciona a tres tipos de muestra diferentes
(aguardiente, ron y vino). Cada una de las muestras adicionadas debe analizarse dos veces en

condiciones intermedias.

Factor
T
Amcunt spikec
amount, L. oy, amount
i
Type of smple
\malrlx} - sample .. .o Sample, ... sample, ... .. sample,
i
-I|-|; [ inn T;I.u iddanndnni r" paa [ .I,::
Pracislcin ‘ \ ‘ \ ‘ \
k
i Ay ot Tipn Ty My W e

La figura 4, muestra la recta de adiciones obtenida al representar la concentracién
encontrada frente a la concentracion adicionada. La pendiente de la recta nos
proporciona una estimacion de la recuperacién del método y la ordenada en el

origen proporciona una estimacion del sesgo constante del método.
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Figura 4. Recta de adiciones estandar. La pendiente de la recta corresponde a la recuperacion del

método.

K=tan

Para verificar la trazabilidad de los resultados se verifico que la pendiente de la
recta no difiera significativamente de uno y que la ordenada de la recta no difiera
significativamente de cero, esto se hizo mediante test conjunto, se tuvo en cuenta
la correlacion entre la pendiente y la ordenada de la recta. El valor de F calculado

se obtiene a partir de la ecuacion (4):

p 24 i+
_ ) ~C-a,lj
5, +2Cad,, (R-1)+ . ::1 (1-R)?

F = 4
2.5e%/n 4
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Donde Ca,ijes la concentracion adicionada i al tipo de muestra j; Caes el valor
medio de todos los Ca,ij, p son los niveles de concentracion en que se adiciona el
analito; q el numero de matrices a las que se adiciona el analito a cada nivel de
concentracion; n es el numero de puntos de la recta de adiciones (n=p. q); Se es
la desviacién estandar de los residuales de la recta; R es la recuperacion y

corresponde a la pendiente de la recta; y ¢, es el sesgo constante y corresponde

a la ordenada en el origen de la recta. El valor fe F calculado se comparé con el de
F tabulado de una distribucion de 2 y n- 2 grados de libertad. Si el valor de F
calculado es menor que el de F tabulado, el sesgo constante y proporcional del

método no son significativos.

2.6.3 Incertidumbre.

U — Uproc = Utraz - Uotros (5)

Para calcular la incertidumbre de los resultados es necesario conocer: 1) la
incertidumbre del procedimiento; 2) la incertidumbre debido a la verificacion de la

trazabilidad y 3) la incertidumbre debido a otros términos.

La incertidumbre del procedimiento y de la variabilidad de las de las matrices de
las muestras de rutina se calculo a partir del ANOVA de las concentraciones
encontradas, obtenidas al analizar las muestras adicionadas siguiendo el disefio
propuesto en la figura 3. La tabla 4, muestra la tabla ANOVA asociada al disefio
experimental de la figura 3, y la tabla 5, las varianzas que pueden calcularse a
partir del ANOVA.
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Tabla 4. Tabla ANOVA para calcular la incertidumbre de la matriz y del procedimiento a partir del

disefio experimental de la figura 3.

Fuente Cuadros medios g.l

Matriz MS matriz = = Jg(q _ 1) p(q - 1)
p q 2 . )
2 2 Z 2 (Ce ijk Ce,ij)
= e
Precision Ms, = 1= 1p_(;,(2 _y 00.2- 1)

Tabla 5. Calculo de las varianzas de la matriz y de la precision a partir del ANOVA de la tabla 4.

Varianza Expresion
Precision intermedia, S’ MS,
Matriz, Szmatriz MS matriz MS |
2
o Incertidumbre del procedimiento: La incertidumbre del procedimiento se

calculo a partir de la varianza de la precision, S,Z, que se obtenida en la tabla 5.

Esta varianza corresponde a la precision intermedia del método ya que las
muestras adicionadas se analizaron en condiciones intermedias. Por tanto, la

incertidumbre del procedimiento puede calcularse utilizando la siguiente ecuacion:

(6)
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Donde R, es la recuperacidon del método, S,z, es la precision intermediay p,, es

el numero de veces que se analiza la muestra de rutina en diferentes series.

o Incertidumbre de la variabilidad de las matrices de la muestra de
rutina: Esta incertidumbre se calculo a partir de la variabilidad de la muestras de
rutina que puede calcularse utilizando la informacién obtenida al analizar las
muestras adicionadas ya que el analito se adiciono a diferentes tipos de muestras

que son representativas de la variabilidad de las muestras de rutina. Esta
incertidumbre se calcula a partir de la varianza de la matriz, S%miz, Obtenida en la
tabla 5.

U — Smatriz (7)

matriz
R

o Incertidumbre de la verificacion de la trazabilidad: Para calcular la
incertidumbre de la verificacidn de la trazabilidad, debe tenerse en cuenta la
correlaciéon que hay entre la pendiente (recuperacion del método) y la ordenada de
la recta (sesgo constante). Esta incertidumbre se calcul6é a partir de la siguiente

ecuacion:

U _ S_ (Ccorr - Ca)z

. |1
traz R . N +§ E Ca,ij _Ca)z

(8)
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Donde S,, es la desviacion estandar de los residuales de la recta, c,;, es la

concentracion adicionada i al tipo de muestra j, C,, es el valor medio de todos

los c,. ¥y n es el numero de puntos de la recta de adiciones.

a,ij

o Calculo de la incertidumbre total: La expresiéon propuesta para el calculo

global de la incertidumbre es la siguiente:

— l S_|2 2 E (Ccorr — c_:a 2
u(ccorr) - R ps + Se . n + Zz(ca‘ij _ Ca)z + Smatriz (9)

El primer término corresponde a la incertidumbre del procedimiento, el segundo a
la incertidumbre de la verificacion de la trazabilidad y el tercero a la incertidumbre
de otros términos debida a la variabilidad de las matrices de las muestras de

rutina.

La incertidumbre expandida se obtuvo multiplicando la incertidumbre estandar, u,

por el factor de cobertura, k = 2.
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3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 PREVALIDACION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en la validacién del método

analitico para la determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas.

3.1.1 Curva de calibracion. En la tabla 6, se encuentran los datos de
concentracion y absorbancia para la construccion de la curva de calibracion, la
cual se realiz6 con patrones de una concentracion desde 0 hasta 250 ppm de
Metanol en el espectrofotometro UV-VIS Génesis 4 a una longitud de onda 575

nm; para cada patron se realizaron diez replicas.

Tabla 6. Datos para la construccion de la curva de calibracién para el anélisis de metanol.

Concentracién Absorbancia % Transmitancia
(ppm Metanol) (575 nm)
0 0.003 99.31
30 0.057 87.70
50 0.093 80.72
100 0.191 64.42
150 0.299 50.23
200 0.407 39.17
250 0.504 31.33
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Figura 5. Curva de calibracion para el analisis de metanol. Espectrofotometro UV-VIS Génesis 4 a
575 nm.

CURVA DE CALIBRACION
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-0,1

CONCENTRACION (ppm Metanol)

Mediante la curva de Ringbom se determind que el rango lineal de concentracion
es de 50 a 250 ppm de Metanol (figura 6). Por esta razéon se analizaron
estandares entre 50 y 250 ppm de Metanol, para construir la curva de trabajo, con
la cual se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,9991, como se observa en la

figura 7.
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Figura 6. Curva de Ringbom.

CURVADE RINGBOM
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Figura 7. Curva de Trabajo para el analisis de metanol. Espectrofotometro UV-VIS Génesis 4, a
575 nm.
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3.1.2 Error Fotométrico o Instrumental (EF). EI error instrumental se define

como:

:2§ Xi - X]|
n

EF (1)

Donde:

Xi : Representa los diferentes valores de % T.

X: Representa el promedio de los valores de % T.

n : Numero de datos (10).
Para determinar el error fotométrico o instrumental (EF), se preparé diez veces un

patrén de 150 ppm de alcohol metilico y seran leidos, pasando primero un blanco

de reactivos (tabla 7).

Tabla 7. Error fotométrico o instrumental para metanol. Concentracién 150 ppm metanol.

Soluciéon # Concentracién % Transmitancia
(ppm Metanol) (575 nm)
1 150.15 50.69
2 154.15 49.77
3 151.15 50.47
4 153.15 50.00
5 154.15 49.77
6 152.65 50.12
7 153.65 49.89
8 151.15 50.47
9 152.15 50.23
10 153.65 49.89
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El error fotométrico se calculé6 mediante la ecuacion (1), el valor obtenido para el

equipo utilizado es 0.536 % de Transmitancia.

3.1.3 Limite de Deteccion (LD), Limite de Deteccion Instrumental (LDI) y
Limite de Cuantificacion. Aplicando las ecuaciones 2 y 3, se calculé el Limite de
Deteccion del método. Para la determinacién del LDl y el LC, se empleo los datos
del estandar de 8.00 ppm por presentar un valor bajo de CV de 6.04 % que esta
dentro de los limites aceptados por el criterio del laboratorio, que establece que el

coeficiente de variacion debe ser menor de 10% en valor absoluto (tabla 8).
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Tabla 8. Limite de Deteccion, Limite de deteccion Instrumental y Limite de Cuantificacion para

metanol.
N° [ ]1Blanco [ 15.00 ppm [ 18.00 ppm
Metanol Metanol Metanol
1 2.45 5.25 8.05
2 3.15 4.75 7.45
3 3.65 5.25 7.15
4 2.65 4.65 8.02
5 2.65 5.15 7.65
6 3.15 5.65 8.65
7 4.15 5.15 8.01
8 215 4.85 7.45
9 3.15 4.65 7.15
10 4.65 5.35 7.25
11 3.65 4.25 8.02
12 415 5.24 8.56
13 415 5.21 7.65
14 3.15 4.65 7.25
15 3.65 5.15 7.45
16 2.15 4.25 7.95
17 4.65 5.05 8.05
18 3.65 415 8.45
19 2.65 4.65 8.25
20 4.15 5.65 7.45
Promedio 3.45 4.95 7.78
Desviacion S 0.7809 0.4372 0.4701
cv 22.63 % 8.83 % 6.04 %
LD 5.79 ppm
LDI 9.19 ppm
LC 12.48 ppm
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3.1.4 Sensibilidad de Método. Se determiné como la pendiente de la curva de

calibracion.

La figura 7, muestran los promedios de las curvas de calibracion obtenidas a lo
largo del proceso de validacion; en la figura se observa los promedios de los
valores de pendiente, intercepto y coeficiente de correlacion. La sensibilidad para
metanol en bebidas alcohodlicas es 0.002 ppm y se obtuvo como la pendiente

promedio para las curvas realizadas durante todo el proceso de validacion.

3.2 VALIDACION

A continuacion se muestran las lecturas obtenidas a partir del disefio experimental
propuesto, para obtener informacién acerca de la repetibilidad vy la precision

intermedia entre dias del procedimiento analitico.

3.2.1 Precision. Repetibilidad. La tabla 9, presenta los resultados de
concentracion obtenidos para evaluar la precision en términos de repetibilidad;
para esto se analizaron las soluciones 7 y 8 (tabla 1), diez veces durante un
mismo dia; En ella se observa unos CV bajos, lo que indica una buena precision
en términos de repetibilidad, ya que se encuentra por debajo del 10 %, limite
aceptado para una buena precision. La prueba de la F para las varianzas
obtenidas en cada una de las concentraciones, indica que la concentracion (dentro
del intervalo lineal) no afecta significativamente la precision en términos de
repetibilidad (tabla 10).
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Tabla 9. Datos de Repetibilidad de las lecturas de Metanol.

oncentracion 100 ppm 150 ppm
7 8

Lec 1 96.65 150.15
Lec 2 97.15 154.15
Lec 3 98.95 151.15
Lec 4 99.15 153.15
Lec 5 102.32 154.15
Lec 6 97.56 152.65
Lec7 101.15 153.65
Lec 8 98.15 151.15
Lec9 103.15 152.15
Lec 10 99.50 153.65
Promedio 99.27 152.60
S 1.3532 1.4034

CV % 237 0.92

Tabla 10. Prueba de la F para la repetibilidad de dos concentraciones.

Varianza
100 ppm 1.8312
150 ppm 1.9695
F Calculada 1.0755
F Tabulada 4.026
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Reproducibilidad. La tabla 11, muestra las lecturas obtenidas, para el estudio
de la precision en términos de reproducibilidad, para esto se evaluaron las
matrices M1 y M2, correspondientes a muestras de rutina, ademas de los
estandares bajo y alto, utilizados para chequear la respuesta del equipo durante la

lectura de los lotes.

Tabla 11. Resultados de la lectura por lotes, para el estudio de la reproducibilidad.

Solucion 1 2 3 4 5 6 7 8
(BKy,) (BKy)  (0.9C)  (0.09C) (M,) (My) (M, + (M, +
[Ippm [1ppm [1ppm [1ppm [Ippm []Ippm A)[]1 A)[]
ppm ppm
Lote1  3.40 2.65 253.40 52.90 5.65 6.15 102.90  154.23
Lote2 265 3.65 250.40 53.65 5.15 4.65 104.15  152.40
Lote3  3.65 2.65 251.15 5565 2.15 7.65 102.40  154.73
Loted 265 2.65 256.15 5165  4.15 5.15 100.50  154.15
Lote5 4.15 2.65 25240 53.40 7.15 5.90 103.40  152.15
Lote6  4.15 3.40 247.90  50.40 7.65 5.15 103.73  152.65
Lote7  3.40 3.65 24815 5240  4.15 3.65 101.40  152.40
Lote8  3.40 4.40 25265 5340  4.65 3.65 102.23  154.90
Lote9 3.65 3.40 25415 5565  4.65 4.15 102.65 153.40
Lote10  3.40 1.90 246.90 49.40 3.15 5.15 102.15  155.15
Promedio 3.45 3.10 251.33 5285  4.85 5.13 102.55  153.62
cv 14.81 23.37 1.19 3.81 34.43 23.92 1.06 0.75

Los coeficientes de variacion para los estandares de chequeo (soluciones 3 y 4)
descartan cualquier desajuste instrumental durante el estudio de la precision, La
tabla 12, presenta los resultados obtenidos para el estudio de la reproducibilidad;

estos se determinaron para diferentes dias mediante el analisis de las soluciones
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7 y 8, siguiendo el disefio anidado planteado en la figura 2. Los coeficientes de
variacion 1.45y 0.99 obtenidos para los estandares 100 y 150 ppm de Metanol
respectivamente, indican una reproducibilidad aceptable, ya que sus valores no

superan los limites sugeridos.
Al realizar la prueba de la F para los estandares evaluados, se encontré que la

concentracion no afecta significativamente a la precision en términos de
reproducibilidad (tabla 13).

Tabla 12. Precision intermedia-Dias del método analitico para la determinaciéon de Metanol.

Solucién 100 ppm 150 ppm
7 8
Dia 1 97.25 148.08
Dia 2 99.00 147.75
Dia 3 96.00 147.08
Dia 4 100.25 149.00
Dia 5 96.25 146.25
Dia 6 96.08 147.50
Dia7 97.25 148.75
Dia 8 97.58 151.25
Dia 9 98.00 149.25
Dia10 99.00 150.00
Promedio 97.67 148.49
Desviacion S 1.4148 1.4728
CV % 1.45 0.99
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Tabla 13. Prueba de la F para la reproducibilidad.

Varianza

100 ppm
150 ppm
F Calculada
F Tabulada

2.0017

2.1691
1.084
4.026

Como se esperaba, La precision en términos de reproducibilidad es mayor que la

obtenida para la repetibilidad; sin embargo sus varianzas no son significativamente

diferentes, a ninguno de los niveles de concentracién evaluados. Por lo que se

asume que el factor dia no afecta de forma significativa a la precisién y que el

método es repetible y reproducible bajo las condiciones de analisis del laboratorio

(Tabla 14). La reproducibilidad proporciona la mayor variabilidad de los resultados

ya que se obtiene cuando se varian todos los posibles factores que puedan afectar

a un resultado. Por lo tanto, la repetibilidad proporciona la menor variabilidad que

puede haber entre resultados ya que se obtienen en intervalos cortos de tiempo

sin variar ningun factor.

Tabla 14. Prueba dela F (P = 0.005; una cola) repetibilidad y reproducibilidad.

100 ppm
Réplicas 1.8312
Dias 2.0017

F calculado 1.093
F tabulado 3.179

150 ppm
1.9695
2.1691
1.101
3.179
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Tabla 15. Calculo de las varianzas obtenidas a partir del ANOVA de los resultados del diseno

anidado de tres factores.

Varianza Expresion Resultado
Repetibilidad, Sk’ CMr 2.147 ppm
CMb -CMr
Entre dias, S’ — 3.097 ppm
2 2
Intermedia, SI2 Sr“- Sp 5.244 ppm

La tabla 15, muestra las varianzas para las fuentes de variaciéon evaluadas,
producto del disefio anidado propuesto (figura 2); Ademas del valor obtenido para

la precision intermedia total Sl.

3.2.2 Trazabilidad. La trazabilidad se calculé mediante Ila recuperacion de las
matrices aguardiente (matriz 1), ron (matriz 2) y vino (matriz 3). Cada muestra
adicionada, se analiz6 por duplicado en condiciones intermedias, para lo cual, se

utilizé el disefio anidado de tres factores propuesto en la figura 3.

Con la concentracion de cada una de las muestras adicionadas se elaboré las

respectivas rectas de adiciones estandar (figura 4).
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Tabla 16. Datos de la concentracidon encontrada para la elaboracion de las rectas de adiciones

estandar para las matrices de aguardiente, ron y vino.

Matriz1  Matriz1 Matriz1 Matriz2 Matriz2 Matriz2 Matriz3 Matriz3 Matriz3

50 ppm 150 250 50 ppm 150 250 50 ppm 150 250

Ppm Ppm Ppm ppm Ppm Ppm
Lec 1 49.40 148.15  250.40 54.90 152.65 251.90 50.9 151.65  249.15
Lec 2 52.90 148.65  247.00 50.65 152.90  249.90 55.40 152.90 247.65
Lec 3 49.15 14715  247.50 53.15 150.15  248.65 54.40 153.90  246.65
Lec 4 49.90 147.50  246.15 54.40 153.90 252.90 53.40 152.90  247.65
Lec 5 48.90 147.65  248.15 51.90 154.40 24715 50.90 150.58  251.90
Lec 6 49.65 149.15  247.65 52.40 152.90 248.15 52.90 153.90  247.15
Lec 7 48.65 147.65  247.15 52.40 149.90 247.15 53.40 152.90 250.40
Lec 8 49.90 150.00  246.65 51.65 153.90  248.00 52.90 153.65  247.00
Prom 49.81 148.24  247.58 52.68 15259  249.23 53.03 152.80 248.44
S 1.3292  0.9661 1.2939 1.4170 1.6943 2.1618 1.5526 1.1616 1.8711

CV % 2.67 0.65 0.52 2.69 1.1 0.87 293 0.76 0.75

La tabla 16, muestra una disminucion del coeficiente de variaciéon, con el aumento

de la concentracion para todas las matrices, indicando una variacién

significativa para la recuperacion, conforme aumenta la concentracion.

menos

En las figuras 8, 9 y 10, se muestran las curvas de adicién estandar, para las

matrices evaluadas, la recuperacion del método se obtuvo como la pendiente

promedio de las adiciones para cada matriz, el valor obtenido para la pendiente

fue 0.9762, e indica que la recuperacion es aceptable ya que se encuentra dentro
del intervalo 0.95<R<1.05.
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Figura 8. Recta de adiciones estandar para la matriz de Aguardiente. Ca, es la concentracion
adicionada y Ce, es la concentracion encontrada.

AGUARDIENTE
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50

0 50 100 150 200 250 300
Ca

Figura 9. Recta de adiciones estandar para la matriz de Ron. Ca, es la concentracion adicionada y
Ce, es la concentracion encontrada.
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Figura 10. Recta de adiciones estdndar para la matriz de Vino. Ca, es la concentracién adicionada

y Ce, es la concentracion encontrada.

VINO
300
250 y= 0,9571X + 4,8578
R? = 0,9995 /
200
8 150
100 /
50 -
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Ca

En La tabla 17, se muestran los valores que se sustituyeron en la ecuacion (4), y
hallar el valor F calculado; debido a que este, es menor que F tabulado, se
concluye que el sesgo constante y proporcional del método, para las matrices
evaluadas y con la metodologia especificada, no son significativos. Por tanto, los

resultados obtenidos con el método para el analisis de metanol son trazables.
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Tabla 17. Valores de los términos de la ecuacion (4) y F calculado y tabulado.

Termino Valor
Ea 150
p 2. 262500
} i:1§ j:lC al)
Se 2.1825
R 0.9762
gcte 3.0528
P 3
q 3
n=p*q 9
F 3.819
4.995
|:tabulado

3.3 INCERTIDUMBRE

La incertidumbre del procedimiento y la variabilidad de las de las matrices de las
muestras de rutina, se calculé a partir del ANOVA de las concentraciones
encontradas obtenidas al analizar las muestras adicionadas siguiendo el disefio
propuesto en la figura 3. La tabla 18, muestra las varianzas que se calcularon a
partir del ANOVA (tabla 4).

Tabla 18. Calculo de las varianzas de la matriz y de la precision a partir del ANOVA de la tabla 4.

Varianza Expresiéon Resultado
Precision intermedia, S’ MS, 4.708 ppm
MS . MS
Matriz, SZmari mainz 5 ' 1.121 ppm
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¢ Incertidumbre del procedimiento:

La incertidumbre del procedimiento se calculé a partir de la ecuacién (6),
reemplazando tanto la precision S,z, (tabla 18), como los valores de R, p,, cada

uno de ellos se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. Incertidumbre del procedimiento.

R S} P,
0.9762 4.708 2
U oo +1.572 ppm

¢ Incertidumbre de la variabilidad de las matrices de la muestra de
rutina:

Esta incertidumbre se calcula a partir de la ecuacion (7) y la varianza de la matriz,

S?%mariz , Obtenida en la tabla 18.

Tabal 20. Incertidumbre de la variabilidad de las matrices.

Sma'[riz R
1.121 ppm 0.9762
U ratriz +1.148 ppm

e Incertidumbre de la verificaciéon de la trazabilidad:
Esta incertidumbre se calcula a partir de la ecuacion (8) cuyos términos se

muestran en la tabla 21.
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Tabla 21. Valores de los términos de la ecuacién (8).

Término Valor
S, 2.1825
R 0.9762
Ca 150
Y (caij-Ca) 60000

La tabla 22, muestra los valores da la incertidumbre de la verificacion de la
trazabilidad para los tres niveles de concentracion evaluados durante los estudios

de la trazabilidad.

Tabla 22. Incertidumbre del la verificacion de la trazabilidad.

[ ] ppm Incertidumbre
50 + 1.581 ppm
150 + 1.291 ppm
250 + 1.581 ppm

e Calculé de la incertidumbre total
La tabla 23, muestra el aporte a la incertidumbre global de cada una de las fuentes

estudiadas de los tres niveles de concentracion evaluados.
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Tabal 23. Incertidumbre aportada por cada una de las fuentes estudiadas.

Figura 11.

Fuente 50 ppm 150 ppm | 250 ppm
Procedimiento 1.572 1.572 1.572
Matriz 1.148 1.148 1.148
Trazabilidad 1.581 1.291 1.581
Total +4.301 +4.011 +4.301
CV % 8.60 2.67 1.72

Principales fuentes de incertidumbre evaluadas.

CONTRIBUCION DE LAS

PRINCIPALES FUENTES DE
INCERTIDUMBRE

Procedimiento

Matriz

Trazabilidad a 150 ppm

Trazabilidad a 50 y 250 ppm
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Figura 12. Incertidumbre total para tres niveles de concentracion.

INCERTIDUMBRE TOTAL PARA TRES NIVELES
DE CONCENTRACION

44
43
4,2
4.1

3,9
3,8

50 ppm 150 ppm 250 ppm

Los coeficientes de variacion de la incertidumbre total con respecto a la
concentracion evaluada, indican que esta es menos significativa a niveles de
concentracion superiores a 150 ppm, y que esta representara niveles superiores

al 8.60 % a concentraciones menores a 50 ppm.

Como lo muestra la figura 12, los valores de incertidumbre para los 3 niveles de
concentracion evaluados, no difieren significativamente por lo que puede

asumirse, que se comporta de manera constante a lo largo del intervalo evaluado.

3.4 ENSAYO INTERLABORATORIOS

El Laboratorio Departamental de Salud Publica de Santander, solicitd su
participacion en el programa interlaboratorios para el aseguramiento de la calidad
para el monitoreo de metanol en bebidas alcohdlicas, organizado por el INVIMA,

sin embargo y aunque el laboratorio ya esta inscrito, no llegaron las muestras a
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tiempo, lo cual imposibilitd la comprobacion de la trazabilidad, y confiabilidad de
los resultados mediante la comparaciéon con otros laboratorios, quedando esta
informacion pendiente para el reporte del trabajo final de grado, pero no asi para

informacion de uso interno del laboratorio.
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4. CONCLUSIONES

El método de analisis para la determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas por
colorimetria en el espectrofotdmetro UV-VIS Génesis 4 en el laboratorio de
Medicamentos y Bebidas Alcohdlicas de la Secretaria de Salud Publica, presenta

los valores de trabajo que se resumen a continuacion (tabla 24).

Tabla 24. Intervalo de trabajo y calibracién instrumental para analisis de Metanol.

Variable
! Valor

Intervalo lineal 50 a 250 ppm de Metanol

Error instrumental 0,536 %T
Correlacion lineal 0,9994

LD 5.79 ppm

LDI 9.19 ppm

LC 12.48 ppm
Sensibilidad 0.002
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Los niveles de rendimiento especificados que se obtuvieron demuestran que el
meétodo de analisis de metanol es adecuado para su aplicacion en el analisis de
bebidas alcohdlicas, bajo las condiciones particulares y requerimientos del

laboratorio.

La metodologia disenada para el proceso de validacion presento resultados

practicos acordes con los disefos tedricos propuestos.

La evidencia estadistica permite determinar una buena confiabilidad del método
analitico en el laboratorio y por tanto, la generacion de seguridad en las

intervenciones en eventos de interés en la salud publica.

El método utilizado para el analisis de metanol en bebidas alcohdlicas, presenta

una precision aceptable en términos de repetibilidad y reproducibilidad.

Se demostré que el método analitico es trazable a un nivel interno, quedando

pendiente constatar dicha trazabilidad mediante un ensayo interlaboratorios.

La incertidumbre no presento diferencias significativas dentro del intervalo de
concentraciones evaluado, por tanto se puede asumir como constante, sin

embargo su variacién es mas significativa a concentraciones menores.

Se aplico satisfactoriamente la propuesta para el calculd global de la
incertidumbre, hecha por Maroto y Col, demostrando ser practica, lo cual prueba
que el proceso se puede realizar paralelamente con el trabajo rutinario analitico

del laboratorio, sin el requerimiento de dedicacion exclusiva.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda controlar adecuadamente la temperatura (20° C) durante la
lectura de las muestras en el espectrofotometro, ya que pequefos cambios

producen cambios significativos en la respuesta del equipo.

Se requiere que el laboratorio tenga y ejecute un plan sistematico de
mantenimiento de los equipos analiticos, en este caso el espectrofotdmetro, de
manera que no se presenten limitaciones en el trabajo por falta de insumos o
repuestos adecuados, y que ante cualquier falla se pueda recurrir al servicio de

revision y diagnéstico especializado.

Continuar la participacion del laboratorio de Medicamentos y Bebidas Alcohdlicas,
en los ejercicios de interlaboratorios, tomando las acciones correctivas a que haya

lugar para mejorar el desempefio para cada método de analisis.

Modificar y actualizar el proceso de validacion del método en el laboratorio de

Medicamentos y Bebidas Alcohdlicas, cuando se realice un cambio de equipo.

Mejorar la disponibilidad de recursos en el laboratorio de Medicamentos y Bebidas
Alcohdlicas, de tal manera que cuenten con una cantidad de insumos, materiales y
reactivos que agilicen los procesos de montaje y validacion de otros métodos

analiticos realizados por el laboratorio.
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