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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios en México las mediciones que se realizan en el campo de la quimica han
demostrado un rapido crecimiento, principalmente en el area de la quimica analitica gran parte se
atribuye a un creciente compromiso por el mejoramiento en la calidad de los productos.

La realizacion de un analisis de laboratorio no es un proceso que se efectué¢ de manera aislada, en la
mayoria de los casos se requiere de materiales, reactivos, instrumentos y personal encargado de
realizar las pruebas a través de métodos y procedimientos estandarizados. Todos estos elementos son
indispensables en el proceso de control de calidad de las mediciones de un laboratorio.

El control de calidad es un sistema implementado para incrementar la probabilidad de que cada
resultado emitido por el laboratorio sea valido y pueda ser utilizado con confianza. Los procesos de
control de calidad funcionan detectando los errores analiticos, idealmente cualquier error
suficientemente grande para invalidar la utilidad de los resultados de laboratorio debe ser detectado.
En la practica, muchos procedimientos de control de calidad operan introduciendo controles
(materiales de muestras bien caracterizados por ensayos previos) al proceso de ensayo de laboratorio
y comparando los resultados de las pruebas con el rango de valor esperado derivado del ensayo previo.

Otro elemento importante en el control de calidad de las mediciones es la emision de los resultados,
el reconocimiento de la magnitud de los errores experimentales que acompainan al resultado del
analisis es crucial para la interpretacion adecuada de los mismos, para ello se hace uso de métodos
estadisticos comparando el resultado experimental con un valor considerado como verdadero
haciendo uso de materiales de referencia.

Un material de referencia (MR) se define como un material o sustancia en el cual uno o mas de sus
valores propios son suficientemente homogéneos y bien establecidos para ser usados en la calibracion
de un instrumento, la evaluacion de un método de medicion o para la asignacion de los valores a los
materiales. (1)

Los materiales de referencia son una herramienta importante en la realizacion de varios aspectos de
la calidad de la medicion y se usan para la validacion del método, calibracion, estimacion de
incertidumbre de la medicion, capacitacion, para el control de calidad interno (QC) y para el
aseguramiento de la calidad externo (QA) (ensayos de aptitud).
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En el sentido mas amplio, puede asegurarse la validez de la medicion cuando:

e se usan métodos validados y equipos apropiados

e personal calificado y competente para emprender el trabajo

e se aseguran las mediciones realizando pruebas entre diferentes laboratorios (trazabilidad e
incertidumbre de la medicion)

e se dispone de evidencia independiente del desempeiio (ensayos de aptitud)

e se emplean procedimientos para el control de calidad interno y para los ensayos de aptitud,
preferentemente involucrando la acreditacion de tercera parte. (2)

e se usan materiales de referencia certificados para evaluar patrones de mas baja calidad como
secundarios o terciarios.

Para que un material sea considerado como un MR deben cumplir ciertas caracteristicas de
importancia, dentro de las cuales se encuentra la homogeneidad que es la variacion que puede
presentarse de botella a botella de una o mas de sus propiedades y la estabilidad que puede ser alterada
por diversos factores como temperatura, luz, humedad, oxigeno y actividad microbioldgicas, por
mencionar algunas.

La homogeneidad es requisito para todos los MR, de ahi que uno de los pasos a complementar en la
evaluacion de cada candidato a MR sea la demostracion de este. El envasado en su forma final, tiene
un grado de heterogeneidad no detectable, o que al menos no interfiere en el uso previsto.

Para asegurar mayor efectividad en el estudio, las determinaciones se realizan preferiblemente en
condiciones de repetitividad, utilizando métodos de ensayo suficientemente precisos. La precision
requerida para el estudio de homogeneidad puede definirse de acuerdo al uso previsto para el material,
expresandola en funcion de la desviacion estandar. El presente trabajo evalud la homogeneidad de un
candidato a MR por un método de ensayo quimico. Esto hace que una de las variantes a considerar
en la metodologia sea el empleo del mismo método de ensayo, con el cual, se evalué simultdneamente
la estabilidad.

Existen varias instancias a nivel nacional e internacional que se encargan de proveer a los distintos
laboratorios de MR y material de referencia certificado (MRC), en nuestro pais el Centro Nacional
de Metrologia (CENAM) es el laboratorio nacional de referencia en materia de mediciones. El
CENAM esta dedicado a establecer las unidades de medicion con las mas altas cualidades y calidades
metrologicas posibles de acuerdo a sus capacidades cientificas y técnicas.

En la actualidad, el CENAM no cuenta con un MRC para la cuantificacion de agentes surfactantes en
aguas, razon por la cual se encuentra en el desarrollo del mismo.

Los agentes surfactantes son uno de los principales contaminantes en los sistemas acuosos utilizados
por el hombre tales como rios, plantas de tratamiento, rios de aguas negras, etc., mismos que son
monitoreados para su analisis, por los laboratorios dedicados a el control ambiental. Estos laboratorios
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demandan la necesidad de contar con un MRC que les permita emitir resultados con un nivel aceptable
de calidad, para cumplir con los requerimientos establecidos por la normatividad nacional vigente.

La metodologia que utilizan los laboratorios de control ambiental interesados en la cuantificacion de
agentes surfactantes en agua, se basa en la extraccion liquido-liquido a pH acido en presencia de un
indicador, los agentes surfactantes o tensoactivos pueden unirse quimicamente al azul de metileno y
ser cuantificados mediante una técnica espectrofotométrica. El principio de este método se basa en la
formacion de un par i6nico extractable en cloroformo de color azul por la reaccion del azul de
metileno catidnico y un tensoactivo anidonico. Dicho método es descrito en la norma NMX-AA-039-
SCFI-2001, “Analisis de Agua — Determinacion de Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM)
en Aguas Naturales, Potables, Residuales y Residuales tratadas”. (3)

Debido a la importancia que tienen los MR como control de calidad para los laboratorios analiticos-
ambientales y la creciente necesidad de cumplir con los requerimientos establecidos por las entidades
de acreditacion. En el presente trabajo nos dimos a la tarea de colaborar en la evaluacion de un
candidato a MR que se pretende utilizar en la realizacion de ensayos para la determinacion de
Sustancias Activas al Azul de Metileno en aguas, que realizan los laboratorios acreditados a nivel
internacional. (4)

El candidato a MR fue preparado por el CENAM, identificado con el lote DES-70, embotellado en
envases de plastico ambar y distribuido para realizarle diferentes pruebas como lo establece la
normatividad.

El Laboratorio de Control Ambiental del Centro de Investigacion e Innovacién Tecnologica (CIITEC)
del Instituto Politécnico Nacional (IPN), recibi6 dicho candidato a MR para contribuir a la evolucion
del mismo realizando los Estudio de Homogeneidad y Estabilidad que se redactan puntualmente en
los siguientes capitulos de esta tesis.

Elena Stephany Castafieda Sereno
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II. MARCO TEORICO

1.- Validacion de métodos.

De acuerdo a las Buenas Practicas tanto de fabricacion como de laboratorio, es necesario que todos
los métodos analiticos que se emplean estén validados. La validacion es la confirmacion a través del
examen y el aporté de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico previsto. (4)

Por lo tanto la validacion es el proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, que
la capacion del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La validacion
le proporciona, a quien aplica la metodologia, una seguridad de la confiabilidad de dichos métodos,
ademas de que también impacta en aquellas aéreas relacionadas a la calidad de un producto como son
la estabilidad, la limpieza de equipos, el uso de reactivos, etc. (5)

2.- Agentes surfactantes

Los surfactantes son compuestos utilizados principalmente por la industria en la fabricacion de
jabones, se disuelven en las aguas limpias y residuales principalmente por descarga de residuos
acuosos provenientes del lavado doméstico e industrial de ropa y otras operaciones de limpieza.

Las moléculas de un agente surfactante estdn constituidas principalmente por dos grupos uno
hidrofobo y otro hidréfilo. El grupo hidréfobo es por lo general un radical hidrocarburo y un conjunto
R que contiene 10 a 20 atomos de carbono. Los grupos hidréfilos son de dos tipos, los que se ionizan
en el agua y los que no se ionizan. Los surfactantes ionicos se subdividen en dos categorias
diferenciadas por la carga. Un i6n surfactante anionico tiene carga negativa, por ejemplo (RSO3)Na*
y uno catidénico que tienen carga positiva; por ejemplo (RMesN)" CI-.

Los surfactantes cationicos representan menos de una décima parte de los idnicos, y suelen usarse
para la desinfeccion, ablandamiento de textiles y varios fines cosméticos.

Los surfactantes anidnicos se disocian en un anién y un cation, el cual es en general un metal alcalino
0 un amonio cuaternario.

A este tipo pertenecen los detergentes sintéticos como el sulfonato de alquil benceno, los jabones
(sales de sodio de acidos grasos), los agentes espumantes como lauril sulfato, los humectantes del
tipo succinato, los dispersantes del tipo lignosulfonatos, etc.

El sulfonato de alquil benceno lineal (SAL) es el surfactante anidnico mas utilizado y se emplea para
estandarizar el método de SAAM. El SAL no es un compuesto sencillo, ya que puede estar constituido
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de algunos o todos sus 26 isdmeros y homodlogos. Algunas de sus caracteristicas pueden ser
especificadas como en el caso del acido dodecilbencensulfonato de sodio que esta constituido por una
cadena de 12 carbonos. (6)

Los agentes surfactantes que se encuentran en disolucién pueden ser cuantificados por la técnica de
SAAM.

2.1.- Técnica de SAAM (Sustancias Activas al Azul de Metileno)

Las sustancias activas al azul de metileno (sustancia cationica) llevan a cabo la transferencia del azul
de metileno, de una solucién acuosa a un liquido organico inmiscible hasta el equilibrio. Esto ocurre
a través de la formacion de un par ionico entre el anion (sustancias activas) y el cation (azul de
metileno). La intensidad de color resultante en la fase organica es proporcional a la cantidad de
SAAM. Los surfactantes anidnicos se encuentran entre las mas destacadas de muchas sustancias
naturales y sintéticas que muestran actividad al azul de metileno. La técnica de SAAM es util para
valorar el contenido de surfactante anidonico de las aguas limpias y residuales, pero debe tenerse
siempre en cuenta la posible presencia de otros tipos de SAAM. En la figura II-1 se muestra las formas
estructurales de las moléculas de Acido dodecilbenecen sulfonato y azul de metileno; en la figura II-
2 el par io6nico que se forma al reaccionar el azul de metileno con los agentes surfactantes anionicos.
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Figura II-1. Estructuras de las moléculas de Acido dodecilbenecen sulfonato y azul de metileno.
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Pares ionicos

Figura II-2. El agentes surfactantes anionicos reaccionan con la parte cationica
del azul de metileno formando un par idnico.

La técnica de SAAM es relativamente simple y precisa. Comprende tres extracciones sucesivas con
cloroformo a partir de medio acuoso 4acido que contenga azul de metileno en exceso, seguidas de
lavado con solucion de fosfatos y la determinacion por espectrofotometria a una longitud de
onda especifica.

La técnica de SAAM no es especifica para algin agente surfactante en particular, es decir todos los
surfactantes presentes en la muestra por analizar seran cuantificados, pero pueden ser diferenciados
unos de otros por métodos especificos, utilizando técnicas instrumentales apropiadas. (3)

2.2.- Espectrofotometria de ultravioleta-visible.

La espectrofotometria de ultravioleta-visible es una técnica de medicion de concentraciones de masa
de elementos y compuestos (especies) quimicos, cuyo principio es la interaccion entre la energia
electromagnética con la materia. En forma mas especifica le espectrofotometria ultravioleta-visible
se fundamenta en medir la radiacion monocromatica absorbida por un elemento o molécula causante
de desplazamientos electronicos a capas superiores, estas transiciones determinan la region del
espectro en la que tiene lugar la absorcion.

La ley fundamental en la que se basan los métodos espectrofotométricos es la de Bouguer-Beer,
Lambert y Beer que establece:

a) La relacion entre la intensidad de la luz trasmitida o energia radiante (I)y la energia radiante
incidente (Ip) es una funcion del espesor de la celda b a través del medio absorbente, de
acuerdo a la ecuacion:

Elena Stephany Castafieda Sereno
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o = abc
Doénde:
o = absorbancia
b = espesor de la celda
a = absortividad
¢ = concentracion

La cantidad de energia electromagnética monocromatica absorbida por un elemento es
directamente proporcional a la concentracion de la(s) especie(s) que absorbe(n) y a la
longitud de la trayectoria de la muestra para un conjunto de condiciones instrumentales
establecidas.

Si o = log (Io/I) donde: a = absorbancia

Entonces T = (I/lp) donde T = transmitancia

a=-logT

El intervalo de longitudes de onda consideradas generalmente para la técnica de espectrofotometria
de ultravioleta-visible son:

1.

2.

De 190 a 400 nm longitud de onda de la radiacion generada por lampara de deuterio para la
region de ultravioleta.

De 400 a 1100 nm longitud de onda de la radiacion generada por ldmpara de tungsteno para
la region del visible e infrarrojo, como se aprecia en la figura I11-4(7)

Los componentes principales de un espectrofotometro se muestran en la figura II-3.

Registrador y/o

Apertura ajustable computadora

Detector

T l
i e ICI]/ > R 0260

T~ Muestra

Amplificador

Compartimiento
de muestra

Monocromador

Figura II-3. Diagrama de los principales componentes
de un espectrofotdmetro.
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Figura II-4. Diagrama de las principales longitudes de onda. (8)
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3.- Materiales de Referencia.

Material o sustancia para el cual el valor de una o de varias de sus propiedades es lo suficientemente
homogéneo y bien establecido para ser usado en la calibracion de un instrumento, la evaluacion de
un método de medicion o para la asignacion de valores a los materiales.

Un MR puede presentarse bajo la forma de gas, liquido o solido puro o mezclado. Por ejemplo el
agua para la calibracion de viscosimetros, el zafiro para la calibracion de capacidad térmica en
calorimetria y las disoluciones utilizadas para la calibracion en anélisis quimicos. (1)

3.1.- Material de referencia certificado.

El material de referencia certificado es el que va acompaiiado de un certificado (que emite un
organismo autorizado para producir materiales de referencia) para el cual el valor de una o de varias
de sus propiedades se ha certificado por medio de un procedimiento que establece su trazabilidad a
una realizacion exacta de la unidad en que se expresan los valores de la propiedad y en el que cada
valor certificado se acompaiia de una incertidumbre con un nivel de confianza declarado.

Los MRC son preparados generalmente en lotes para los cuales los valores de la propiedad son
determinados, dentro de los limites de incertidumbre establecidos, mediante mediciones realizadas
sobre muestras representativas de lotes completos.

Algunos MR y MRC tienen propiedades, las cuales no pueden ser correlacionadas con una estructura
quimica establecida o por otras razones, no pueden ser determinadas por métodos de medicion fisicos
o quimicos definidos exactamente. Dichos materiales incluyen ciertos materiales bioldgicos tales
como las vacunas a las cuales se les ha asignado una unidad internacional por la Organizacion
Mundial de la Salud. (1)

3.1.1.- Certificado de Material de referencia.

Procedimiento que establece el (los) valor (es) de una o varias propiedades de un material o sustancia,
por un proceso que asegura la trazabilidad a una realizacion exacta de las unidades en las cuales se
expresan los valores de la propiedad y que lleva a la emision de un certificado. (1)

3.2.- Caracteristicas de los materiales de referencia.

Los MR y los MRC hacen posible la transferencia de los valores medidos o asignados de magnitudes
(fisicas, quimicas, biologicas o tecnoldgicas) de un lugar y otro. Ellos son ampliamente usados para
la calibracion de instrumentos de medicion, para la evaluacion de métodos de analisis o ensayos y
para el aseguramiento de la calidad a largo plazo de las mediciones y en el caso de ciertos MR
biologico y tecnoldgico, para permitir expresar convenientemente las propiedades en unidades

9
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arbitrarias. Todas las clases de MR y MRC estdn jugando un papel cada vez mas importante en
actividades de Normalizacion Nacional e Internacional, en ensayos de aptitud y en la acreditacion de
laboratorios. (1)(9)

Se usan MR para apoyar las mediciones relacionadas con composicién quimica, propiedades
biologicas, clinicas, fisicas y de ingenieria asi como areas mixtas tales como sabor y olor. Ellos
pueden caracterizarse para “identidad” (por ejemplo: estructura quimica, tipo de fibra, especies
microbiologicas, etc.) o para “valores de propiedad” (por ejemplo, cantidad de entidad quimica
especificada, dureza, etc.). Algunos tipos de materiales de referencia normalmente disponibles son
los siguientes:

1. Sustancias puras caracterizadas para pureza quimica y/o impurezas (trazas).

2. Soluciones normalizadas y mezclas de gas, a menudo preparadas gravimétricamente a partir de
sustancias puras y usadas para propositos de calibracion.

3. Materiales de referencia matrices, caracterizados por la composicioén del constituyente quimico
especificado mayor, menor o cantidad de trazas. Dichos materiales se pueden preparar a partir
de matrices que contienen los componentes de interés o preparando mezclas sintéticas.

4. Materiales de referencia fisico-quimicos caracterizados para propiedades tales como punto de
fusion, viscosidad y densidad optica.

5. Objetos o artefactos de referencia caracterizados para propiedades funcionales como sabor, olor,
nimero de octano, punto de inflamacion y dureza. Este tipo también incluye especimenes de
microscopia caracterizados para propiedades que van desde tipo de fibra a especimenes
microbiologicos.  (2)

3.3.- Usos y seleccién de MRC.

Los MRC deben ser usados sobre una base normalizada para asegurar mediciones confiables, por lo
que se requiere que el usuario esté familiarizado con toda la informacion pertinente sobre el uso del
MRC tal y como se especifica en su certificado. El usuario debe respetar el periodo de validez, las
condiciones prescritas de almacenamiento, las instrucciones de uso y las especificaciones para la
validez de las propiedades certificadas. Un MRC no debe usarse para otro proposito mas que para el
cual fue propuesto, es decir que un MRC usado apropiadamente para un proposito en un laboratorio
puede ser no apropiado para otro propoésito en otro laboratorio. Se recomienda que el usuario
considere la conveniencia de un MRC para su proposito en cada caso.

Una de las consideraciones mas importantes en la seleccion de un MRC para su uso, ya sea en la
evaluacion de la veracidad y precision de un método o en la calibracion de instrumentos en un método,
es el nivel de incertidumbre requerido segun el uso final del método. Obviamente el usuario no debera
utilizar un MRC de mayor incertidumbre que la permitida segun el uso final. En la seleccion del
MRC deben tomar en cuenta no solamente el nivel de incertidumbre requerido para el propdsito
deseado sino también su disponibilidad, costo y conveniencia fisica y quimica.
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Los siguientes criterios técnicos se aplican para la adecuada seleccion segun sean los propdsitos de
los MRC en general:

El MRC y sus valores de propiedad, deben ser estables por un lapso de tiempo aceptable,
bajo las condiciones reales de almacenamiento, trasporte y uso.

El MRC debe ser homogéneo de tal forma que los valores medidos de las propiedades sobre
una de las porciones del lote debera aplicar a cualquier otra porcion del lote dentro de limites
de incertidumbre aceptables; en caso de heterogeneidad en un gran lote, puede ser necesario
certificar cada unidad del lote por separado.

El valor de la propiedad del MRC debe haber sido establecido con una incertidumbre
adecuada para el fin a que esta destinado el MRC.

La documentacion clara que concierne al MRC y valores de sus propiedades deben estar
disponibles. Los valores de las propiedades deben haber sido certificados, asi que la
documentacion debe incluir un certificado.

El MRC debe ser semejante (en matriz) a las muestras reales a ser analizadas, con el fin de
incluir todos los problemas analiticos que pudieran causar errores en las mediciones. El
usuario debe aplicar al material de referencia, el mismo procedimiento analitico utilizado
para su muestra desconocida.

El MRC debe tener propiedades al nivel apropiado para el cual, el proceso de medicion
pretende ser usado, por ejemplo la concentracion.

El MRC debe ser usado en el mismo estado de agregacion que la muestra a medir.

La cantidad del MRC debe ser suficiente para el programa experimental completo,
incluyendo algunas reservas si se considera necesario. Evitar tener nuevos lotes adicionales
en un proceso de medicion dado. (7)

3.4.- Informe de certificacién

Documento que proporciona informacion detallada, complementaria a la contenida en un certificado,
por ejemplo, la preparacion del material, los métodos de medicion, los factores que afectan la
exactitud, el tratamiento estadistico de los resultados y la forma en la cual se establecid la trazabilidad.

3.5.- Etapas de produccion de un MR y MRC.

La normatividad vigente establece que previo a la comercializacion de un MR Y MRC se deberan
realizar las siguientes actividades descritas en la figura II-5
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Planteamiento de la produccion

Estudios de homogeneidad

Estudios de estabilidad

Caracterizacion (opcional para MR)

Asignacion del valor de referencia (opcional para MR)

Monitoreo posterior a la emision del certificado (solo para MRC)

Figura II-5. Actividades realizadas previas a la comercializacion de un MR y MRC.

3.6.- Organismo de certificacion

Organismo técnicamente competente (organizacién o compaiiia, publica o privada) que expide un
certificado de un material de referencia. Puede ser el mismo organismo o uno diferente, el que
distribuye (por ejemplo el organismo que pone a disposicion el material de referencia certificado) y
el que realiza los ensayo (o sea la organizacion que lleva a cabo las mediciones dirigidas hacia la
certificacion). (1)
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3.7.- Productor del material de referencia

Organismo técnicamente competente (organizacion o empresa, publica o privada) que es totalmente
responsable de asignar el valor certificado o el valor de otra propiedad de los materiales de referencia
que produce y distribuye, los cuales han sido producidos de acuerdo con la norma mexicana NMX-
CH-161-IMNC-2006 y la ISO Guide 35. (10)

3.7.1.- Colaborador

Organismo técnicamente competente (organizacion o empresa, publica o privada) que se
responsabiliza de aspectos de manufactura o caracterizacion del material de referencia (certificado)
en representacion del productor del material de referencia, ya sea en forma contractual (como
contratista) o voluntaria. (10)

4.- Patron primario

Patron que es designado o reconocido ampliamente por tener las mas altas cualidades metrologicas y
cuyo valor es aceptado sin referencia a otros patrones de la misma magnitud, dentro de un contexto
especifico. (1)

4,1.- Patrén secundario

Patron cuyo valor es asignado por comparacion con un patron de la misma magnitud.

La mayoria de los MRC caen dentro de esta categoria puesto que la certificacion de los valores de la
propiedad usualmente se lleva a cabo por un procedimiento que establece trazabilidad a un patron
primario. (1)

5- Incertidumbre (de medicidn).

La naturaleza nos impide conocer con certeza absoluta el valor verdadero de una magnitud siempre
nos quedamos con cierto grado de incertidumbre (U) y esta aumenta a cada paso u operacion que se
lleva a cabo para determinar un valor de medicion. La palabra incertidumbre significa duda en la
validez del resultado de una medicion. La incertidumbre de medicion se define como el parametro
asociado al resultado de una medicion que caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente ser atribuidos al mensurando. (11)

La incertidumbre del mensurando de una medicion refleja la falta de conocimiento exacto del valor
del mensurado. El resultado de una medicion después de la correccion por efectos sistematicos
reconocidos es, aun, solo un estimado del valor del mensurando debido a la presencia de
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incertidumbre por efectos aleatorios y de correcciones imperfectas de los resultados por efectos
sistematicos. En la figura II-5 se esquematiza el concepto de incertidumbre. (11)

CONCEPTO DE INCERTIDUMBRE

Incertidumbre

Valor
Verdadero
o f Lectura
Valor de Error o Desviacion
Referencia

Figura II-5. Explicacion grafica del concepto de incertidumbre.
El nivel de incertidumbre apropiado para cada mesurando depende de las necesidades de cada laboratorio en particular.

En la practica, existen muchas fuentes posibles de incertidumbre en una medicion, incluyendo:

a)
b)

c)
d)

e)
f)
g)

h)
)
3

Definicion incompleta del mesurando.

Realizacion imperfecta de la definicion del mensurando.

Muestreos no representativos -la muestra medida puede no representar el mensurando
definido.

Conocimientos inadecuados de los efectos de las condiciones ambientales sobre las
mediciones o mediciones imperfectas de dichas condiciones ambientales.

Errores de apreciacion del operador en la lectura de instrumentos analdgicos.

Resolucion finita de instrumento o umbral de discriminacion finita.

Valores inexactos de patrones de medicion y materiales de referencia.

Valores inexactos de constantes y otros parametros obtenidos de fuentes externas y usando
en los algoritmos de redaccion de datos.

Aproximaciones y suposiciones incorporadas en los métodos y procedimientos de medicion.
Variaciones en observaciones repetidas del mensurando bajo condiciones aparentemente

iguales. (11)

El método ideal para evaluar y expresar la incertidumbre del resultado de una medicion debe ser:

Universal: el método debe ser aplicable a cualquier tipo de medicines y a cualquier tipo de
datos utilizados en las mediciones.
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La cantidad utilizada para expresar la incertidumbre debe ser:
¢ Internamente consistente: debe poder obtenerse directamente a partir de los componentes que
contribuyen a ella; asimismo debe ser independiente de la forma en que dichos componentes
se agrupan y del método en que estas se descomponen en subcomponentes.
e Trasferible: debe ser posible utilizar directamente la incertidumbre evaluada para un
resultado, con un componente, al evaluar la incertidumbre de otra medida en la cual se utiliza
el primer resultado.

6.- Trazabilidad

El termino trazabilidad se refiere a la propiedad del resultado de una medicion o del valor de un patrén
tal que estos pueden ser relacionados con una incertidumbre indicada, con valores de referencia
establecidos, generalmente patrones nacionales o internacionales, por medio de una cadena
ininterrumpida de comparaciones. La cadena ininterrumpida de comparaciones es llamada cadena de
trazabilidad. La trazabilidad de especies quimicas, es frecuentemente de igual o mayor importancia
que la trazabilidad de la calibracion de los instrumentos usados en el analisis. (1)

La caracterizacion de un MRC (es la determinacién de uno o mas valores de las propiedades fisicas,
quimicas, biologicas o tecnoldgicas que son relevantes para su uso final previsto), deberia idealmente
ser trazable al Sistema Internacional de Unidades (SI) o a una escala de medicion internacionalmente
acordada.

Los materiales de referencia son herramientas importantes para la transferencia de la exactitud de la
medicion entre los laboratorios y sus valores de propiedad deberian, cuando sea factible, ser trazables
al SI. La trazabilidad es, sin embargo, un concepto relativamente nuevo en el campo de la medicion
quimica y como consecuencia, muy pocos materiales de referencia quimicos son explicitamente
trazables al SI. Una jerarquia de métodos, sin embargo, se usa para asignar valores de propiedad a
materiales y aun cuando no se haya declarado, su trazabilidad puede ser descrita como en la tabla
II-1.

Método de medicion Trazabilidad

Método primario SI

Método de sesgo conocido SI/ Patron Internacional

Método (s) independiente (s) Resultados de métodos especificados

Comparacion Interlaboratorio  Resultados de métodos especificados

II-1. Descripcion de la trazabilidad de los materiales.

A veces se emplea una combinacion de procedimientos para asignar el valor, tal como un valor de
consenso derivado de una comparacion Interlaboratorio donde se usaron métodos primarios. En
ausencia de trazabilidad formalmente declarada serd necesario para el usuario hacer juicios acerca de
la trazabilidad implicita, basada en los datos disponibles en informes y literatura técnica.
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Es importante asegurar que las interferencias quimicas y efectos de la matriz se traten adecuadamente
para llegar al valor certificado y su incertidumbre. Niveles desconocidos de sesgo no son raros y
contribuyen a la falta de acuerdo de mediciones.(2)

7.- Estudios de homogeneidad

Un estudio de homogeneidad es necesario en los proyectos de certificacion por lote para demostrar
que el lote de unidades es lo suficientemente homogéneo. La homogeneidad es la condicion de tener
estructura o una composicion uniforme con respecto a una o mas propiedades especificadas. Se dice
que un material de referencia es homogéneo con respecto a una propiedad especificada si el valor de
la propiedad, determinado por ensayos en muestras de tamafio especificado, se encuentra dentro de
los limites de incertidumbre definidos, aunque las muestras sean tomadas de diferentes unidades de
abastecimiento (botellas, paquetes, etc.) o de una sola unidad de abastecimiento. (1)

La mayoria de los MR son preparados como lotes de unidades (ejemplo, botellas, viales o piezas de
prueba). El paso final de la preparacion de muchos MR es la subdivision a unidades utilizables. Un
subconjunto del lote de unidades, se elige por un plan de muestreo para someterse a un estudio de
homogeneidad.

El estudio de homogeneidad se realiza a un ntimero representativo de unidades elegidas en forma
aleatoria, sistemadtica o estratificada. Los planes del muestreo aleatorio o muestreo aleatorio
estratificado son ampliamente utilizados en la practica y normalmente proporciona un subconjunto
que puede considerarse como representativo de todo el lote. Si se asegura que la no homogeneidad
no es detectada en el lote, se pueden utilizar también los planes de muestreo sistematicos. El plan de
muestreo utilizado para seleccionarlas botellas (unidades) para el estudio de homogeneidad puede ser
aleatorio, aleatorio estratificado o en algunos casos, sistematico. El plan de muestreo deberia tomar
en consideracion la debilidad potencial en el método de preparacion de las muestras, permitiendo asi
una revision critica del lote preparado. La estratificacion es recomendada en muchas situaciones, ya
que esto garantiza que las botellas seleccionadas para el estudio de homogeneidad estén distribuidas
equivalentemente en todo el lote. Los planes sistematicos pueden aplicarse cuando no hay
practicamente riesgo de pasar por alto los efectos sistematicos o las tendencias en el lote (12).

Otro tipo de no homogeneidad es aquella que se da dentro de botellas, el impacto de este puede
reducir considerablemente proporcionando las instrucciones adecuadas para el uso del MR. Estas
instrucciones pueden incluir el re-mezclado de la muestra y, para granulados, una toma minima de
muestra, que cuando se toma correctamente, puede considerarse representativa del MR dentro del
valor certificado.

Los MR preparados con disoluciones de compuestos puros se espera que tengan un alto grado de
homogeneidad sobre las bases fisicas. Estos materiales pueden, sin embargo, mostrar también alguna
heterogeneidad por ejemplo, debida al gradiente de densidad o metales que contienen gases ocluidos.
El objetivo de la prueba de homogeneidad para estos materiales es principalmente para detectar
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cualquier impureza, interferencia o irregularidad que pueda deberse a problemas no detectados
durante la preparacion. En estos casos se espera una muy pequefia, si no es que insignificante,
contribucion a la incertidumbre del estudio de homogeneidad entre botellas. Aunque estos casos, en
donde puede asumirse una perfecta homogeneidad, tal suposicion deberia verificarse
experimentalmente por un estudio de homogeneidad. (9) idealmente, un MR deberia caracterizarse
con respecto al grado de no homogeneidad para cada propiedad de interés. Para los MR con un
numero relativamente grande de propiedades a ser certificadas, la estimacion del grado de no
homogeneidad para todas las caracteristicas puede ser agobiante fisica y econdmicamente, y en
algunos casos inalcanzables, sin embargo, debera darse cuenta que la calidad de los MR producidos
depende (entre otras cosas) de la estimacion correcta de la homogeneidad del lote.

En la practica, el grado de homogeneidad de las tales MR puede ser (bajo ciertas condiciones)
estimado solo para las caracteristicas seleccionadas cuando el enfoque elegido no sea viable. Es
esencial que las caracteristicas sean adecuadamente seleccionadas con base a las relaciones fisicas y
quimicas establecidas; por ejemplo, la correlacion de un inter-elemento en las fases del mineral de un
MR, hace razonable la suposicion de que el MR también tiene un grado similar de homogeneidad
para los elementos no seleccionados.

En todos los casos, deberia obtenerse evidencia adicional acerca de la homogeneidad de las
propiedades no cubiertas experimentalmente por el estudio de homogeneidad. Tal evidencia puede
obtenerse, por ejemplo, de la literatura, a través del estudio de estabilidad, o de la caracterizacion del
material. La evidencia asi obtenida debera permitir transferir cuantitativamente de la magnitud de la
no homogeneidad observada de una caracteristica a otra, con evidencia suficiente de que el grado de
no homogeneidad no sea sub-estimado (12).

El proceso de evaluacion de la homogeneidad debe documentarse y realizarse de acuerdo con
procedimientos estadisticos aceptados. (10)

Solamente después de que se ha demostrado la homogeneidad puede realizarse un estudio de
estabilidad.

8.- Estudio de estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un material de referencia, cuando se almacena bajo condiciones
especificadas, para mantener el valor de una propiedad declarada dentro de los limites especificados
por un periodo de tiempo establecido.(10)

La prueba de estabilidad tiene como objetivos el determinar el grado de inestabilidad del candidato a
material de referencia después de su preparacion o confirmar la estabilidad del mismo, incluso en
algunos casos, los materiales que se consideran mas estables, pueden demostrar inestabilidad para
uno a mas valores de sus propiedades.
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Existen dos tipos de inestabilidades que pueden ser consideradas en el certificado del material de
referencia:

e La estabilidad de largo plazo del material (por ejemplo vida de anaquel)
e La estabilidad de corto plazo (por ejemplo la estabilidad del material bajo condiciones de
transporte). (12)

La estabilidad a largo plazo de un material de referencia es asociada con el comportamiento del MR
en el almacén del productor. La estabilidad a corto plazo es asociada con cualquier efecto extra debido
al transporte de las muestras. Para la validacion de la incertidumbre establecida en el certificado del
MRC, es tan importante una correcta estimacion del efecto debido a ambas estabilidades, como la
correcta evaluacion de la no homogeneidad del lote, la validacion de la incertidumbre que se plasma
en el certificado debe ser demostrable y es de gran importancia conocer, qué pasaria con las muestras,
si las condiciones apropiadas de transporte no se mantienen. Por tanto los estudios de estabilidad no
solo conducen a evaluar la incertidumbre de la medicion asociada con la estabilidad del material, sino
que también deben ser capaces de especificar las condiciones de almacenamiento y transporte
adecuadas (12).

Disefio experimental

Hay dos experimentos basicos de distribucion para el estudio de estabilidad
e Estudio de estabilidad clésico
e Estudio de estabilidad isdcrono

A efecto de ganar informacion acerca de las condiciones apropiadas de almacenamiento y a la
necesidad de tomar precauciones durante el transporte, se seleccion6 un estudio que dura
aproximadamente dos meses, en caso de hacer variables que afecten el estudio este se puede extender
de 6 a 12 meses para obtener informacion adicional acerca de la estabilidad a largo plazo, la
experiencia ha mostrado que dos semanas es conveniente, aunque puede existir excepciones. En
cualquier caso, el estudio de estabilidad a corto plazo, deberia incluir las temperaturas que puedan
presentarse durante el transporte por un periodo que sea al menos, tan prolongado que sea permitido
para el transporte del MRC, si tal periodo, esta restringido a por lo menos 3 semanas, seria suficiente
de 3 a 4 semanas para el estudio de estabilidad en el corto plazo.

9.- Andlisis de tendencia

El primer paso en la evaluacion de datos provenientes de un estudio de la estabilidad es verificar si
se puede observar alguna tendencia en los datos. Para pequefios problemas de inestabilidad donde el
mecanismo cinético subyacente se desconoce, resulta apropiada la aproximacion al modelo lineal,
en casos donde un mecanismo bien definido es la razon para la inestabilidad, tal modelo se prefiere
sobre el modelo lineal (empirico).
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Las matematicas son un tanto mas complejas para otros modelos que el de la linea recta, pero la
evaluacion corre de la misma forma, usando el estadistico F para probar la significancia de la
tendencia.

9.1.- Muestra

Cantidad representativa de un material extraido de un lote de un material. El método de extraccion
de una muestra deberia asegurar que esta es representativa del lote con respecto a la propiedad o
propiedades que estdn siendo investigadas. El término puede ser usado para cubrir ya sea una unidad
de abastecimiento o una porcion para analisis. (1)

9.2.- Estimacién

Operacion de asignar valores numéricos, a partir de resultados de un ensayo en una muestra, a los
parametros de una distribucion seleccionados segin el modelo estadistico de la poblacion de la cual
se toma dicha muestra. (7)

9.3.- Hipdtesis nula

Hipotesis a ser rechazada o no rechazada (aceptada) como resultado de una prueba estadistica. (7)

10.- Calibracioén

Conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones especificas, la relacion entre los valores
de una magnitud indicados por un instrumento o sistema de medicion, o los valores representados por
una medida materializada y los valores correspondientes de la magnitud, realizados por los patrones,
efectuando una correccion del instrumento de medicion para llevarlo a las condiciones iniciales de
funcionamiento. (3)

Una verificacion periddica de que no han cambiado las condiciones del instrumento en una forma
significativa. (3)

11.- Método primario

Un método primario es un método con las mas altas calidades metroldgicas, cuya operacion puede
ser completamente descrita y comprendida y para el cual se puede establecer completamente la
incertidumbre en términos de unidades SI. Un método primario directo mide el valor de una cantidad
desconocida sin una referencia a un patrén de la misma cantidad. Un método primario relativo mide
larelacion entre una cantidad desconocida en relacidon a un patron de la misma magnitud; su operacion
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debe estar completamente descrita por una ecuacion de medicion. Los métodos identificados como
potencialmente métodos primarios son: espectrometria de masa por dilucion isotdpica; gravimetria,
cubriendo mezclas gravimétricas y “analisis gravimétrico”; titulacion; colorimetria; determinacion de
la depresion del punto de congelamiento; colorimetria diferencia de barrido y espectroscopia por
resonancia magnética nuclear. Otros métodos tales como la cromatografia con extensas aplicaciones
en analisis quimico organico también han sido propuestos. (2)

12.- Medicién

A menudo una operacion de medicion sirve para mas de un proposito de calidad y puede haber
superposicion de funciones como se ilustra en Figura I1-6. Se requieren diferentes tipos de materiales
de referencia para funciones diferentes. Por ejemplo, un material de referencia certificado podria ser
deseable para la validacion del método, pero un material de referencia podria ser adecuado para
control de calidad en un trabajo.

Validacién Calibracion
Trazable

Control de calidad U medicion/
| Aseguramiento Trazable
de calidad

Medicién valida

Figura I1-6: Superposicion entre funciones asociadas con la trazabilidad de la medicion y la calidad analitica

Orientaciones mas detalladas sobre el aseguramiento de la calidad de mediciones quimicas,
incluyendo materiales de referencia, calibracion, control de calidad y validacion se encuentran
cubiertos en una guia conjunta de CITAC y Eurachem (2).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Hoy en dia, en México no se cuenta con un material de referencia para la determinacion de sustancias
activas al azul de metileno para analisis en aguas y aguas de desecho, que es realizada por los
laboratorios de control ambiental acreditados en el andlisis de aguas.

El CENAM que es una de las instancias nacionales encargadas de proveer a los distintos laboratorios
de MR y MRC; dicha instancia consiente de la necesidad de contar con un MRC confiable para la
determinacion de SAAM que satisfaga y facilite a los laboratorios el analisis, ha preparado un lote
piloto de disolucién de Acido dodecil bencen sulfonato de sodio como candidato a MRC, el cual
debera ser evaluado antes de su comercializacion.

Cuando se pretende producir un MRC, previo a su comercializacion, tal como lo establece la
normatividad vigente, este se debe someter a una amplia serie de estudios que garanticen la integridad
de las caracteristicas tanto fisicas como quimicas con las que este cuenta.

Dos de las caracteristicas de relevante importancia para los MRC son la Homogeneidad y la
Estabilidad. La Homogeneidad nos permite establecer la uniformidad en estructura o composicion de
uno o mas de las propiedades especificadas del MRC y la Estabilidad se refiere a la capacidad con
que este cuenta en un periodo de tiempo establecido, para mantener el valor declarado en alguna de
sus propiedades (concentracion, dureza, entre otras)

Ambas propiedades pueden ser establecidas al realizar un Estudio de Homogeneidad y un Estudio de
Estabilidad respectivamente, como se determiné en el presente trabajo y con ello contribuir al mejor
conocimiento de las caracteristicas y comportamiento de dicha disolucion y con ello a la integracion
de los requerimientos necesarios para la produccién de un MRC.
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IV. OBJETIVOS:

Objetivo general:

Desarrollar la metodologia para someter a un Estudio de Homogeneidad y un Estudio de Estabilidad,
una disolucién de Acido dodecil bencen sulfonato de sodio (lote: DES-70 preparado por el CENAM)
como candidato a material de referencia para la determinacion SAAM.

Objetivos particulares:

e Desarrollar un estudio de homogeneidad para la disolucion lote DES-70.

e Desarrollar un estudio de estabilidad para la disolucién lote DES-70 por un periodo de cinco
meses, sometiendo a tres diferentes condiciones de temperatura (4°C, 20°C y 40°C).

e Determinar el valor de incertidumbre de la medicion para el estudio de homogeneidad y
estudio de estabilidad respectivamente.

V. HIPOTESIS:

Al realizar el Estudio de Homogeneidad a la disolucion, lote DES-70, se demostrara que existe una
suficiente homogeneidad entre los diferentes envases que la contienen, por lo tanto se podra proceder
a realizar el Estudio de Estabilidad; la disolucion permanecera estable en su concentracion a la
temperaturas de 4°C y 20°C y disminuira su concentracion a 40°C después de un periodo de
exposicion de 5 meses, que es el tiempo que durara el estudio.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL:

Tipo de estudio:
El disefio planteado se realiza considerando un estudio de estabilidad clasico de acuerdo a lo sefialado
en la guia 165-NMX-CH.INMC. (12)
Poblacion de estudio:
Disolucién de Acido dodecil bencen sulfonato de sodio lote DES-70 con una concentracion
aproximada de 85 mg/L dividida en 15 frascos de vidrio &mbar conteniendo 125 mL cada una,
protegidas con bolsa plastica trasparente, seguida de bolsa metélica, ambas cerradas herméticamente.
Criterios de inclusion:
Disolucion de Acido dodecil bencen sulfonato de sodio, lote DES-70 dividida en 15 frascos de vidrio
ambar de 125mL, protegidas con bolsa plastica trasparente, seguida de bolsa metalica, ambas cerradas
herméticamente.
Criterios de exclusion:

e Cualquier sustancia ajena al lote DES-70.

e Frascos de la disolucion que durante su manipulacion no hayan conservado las condiciones

de temperatura establecidas en el disefo del estudio.
e Sustancias que durante su manipulacion hayan sido contaminadas fisica o quimicamente.

Variables:

e Condiciones de temperatura durante el almacenamiento de las muestras (4, 20 y 40°C).
e Tiempo de exposicion a condiciones de temperatura (5 meses).
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VII. MATERIALES Y METODO (METODOLOGIA)

Se mencionan solo los materiales y equipos de relevancia para el presente trabajo.

Matraces volumétricos de 50 y 100 mL.

Embudos de separacion de 500 y 250 mL.

Pipetas volumétricas de 5 y 10 mL

Bureta graduada de 50 mL.

Probetas graduadas de 25 y 50 mL.

Espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lamda Bi0o20 disponible para ser utilizado de 200
a 900 nm y equipado con una celda de cuarzo con un paso 6ptico de luz de 1.0 cm.
Balanza analitica Mettler Toledo AB204 con una precision de 0,1 mg.

Horno, marca Felisa con un rango de temperatura de 0-250°C.

Cloroformo (CHCI3)

Sulfonato de alquilbenceno lineal (SAL)

Azul de metileno

Acido sulfarico concentrado (H2SO4)

Fosfato de sodio dihidrogenado monohidratado (NaH,PO4*H,O)

Fenolftaleina

Fibra de vidrio. Pre-lavada con cloroformo

Hidroxido de sodio (NaOH)

Alcohol etilico (CH;CH>OH

Todo el material volumétrico utilizado para la realizacion del presente trabajo es clase A con
certificado, como lo establece la normatividad vigente (2), para evitar un incremento en la
incertidumbre de los resultados obtenidos. Cabe mencionar que solo sera utilizado para la realizacion
de este estudio con la finalidad de que las muestras no sean contaminadas durante su manipulacion.
Todo el material de vidrio debe estar libre de ralladuras y marcas de corrosion, dada la tendencia de
las superficies activas a los materiales a absorber este tipo de sustancias. Su calibracion fue verificada
por el analista.

Los equipos utilizados cuentan con un certificado de calibracion vigente, ademas de ser verificados
peridodicamente para garantizar su 6ptimo funcionamiento.

Todos los productos quimicos usados deben ser grado reactivo analitico.
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El agua con la que se prepararon las disoluciones utilizadas en el desarrollo del método y para realizar
las diluciones del lote DES-70, cuento con las siguientes caracteristicas; como lo establece la NMX-
AA-039-SCFI-2001 (2):

a) Resistividad, megohm-cm a 25°C: 0,2 min;
b) Conductividad, MS/cm a 25°C: 5,0 Max.
¢) pH: 5,0 a 8,0.

El lote de disolucién DES-70 fue preparado para evaluar la factibilidad de producir un material de
referencia, el cual fue dividido en 15 envases de 125 mL a los cuales se les asigno un nimero,
posteriormente fueron utilizadas en el Estudio de Homogeneidad y en el Estudio de Estabilidad como
se describen en la tabla VII-1.

Lote: DES-70
Condiciones de NUIEZTO Comiplonss ¢
. . .. | Unidades @ almacenamiento
Analito | almacenamiento Empaque Presentacion . Uso identifica a
. . enviadas durante el
previo al estudio los envases :
o estudio
utilizados
. 1,6, 11, o
Homogeneidad 14,19, 24 4°C
dAofiledc(zl Bolsa de Disoluciéon 5,15,20 4°C
bencen Refrigeracion polietileno y | en envase de 15
sulfonato a4°C bolsa vidrio ambar
de sodio aluminizada de 125 mL Estabilidad 10,16,23 20°C
3,79 40°C

Tabla VII-1.- Especificaciones del estudio de homogeneidad y estabilidad de la disolucion.

Previo a realizar los analisis de las muestras asignadas para los Estudio de Homogeneidad y de
Estabilidad se realizd un test microbioldgico para descartar la presencia de hongos (los agentes
surfactantes son susceptibles de contaminacién unicamente por hongos, por lo que no es necesario
realizar un test para el aislamiento de bacterias o parasitos) a la disolucion DES-70 y a un blanco
simultaneamente. En el caso especifico del Estudio de Estabilidad se realiz6 dicha actividad cada vez
que se muestreo la disolucion

El test se realizo en “Placas Petrifilm 3M para el recuento de Mohos y Levaduras YM” que es un
sistema de medio de cultivo listo para usarse, que contiene nutrientes de Saboraud, dos antibioticos,
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un agente gelificante soluble en agua fria y un indicador de fosfato (BCIP) que promueve el contraste
y facilita el recuento de colonias.

El estudio de estabilidad de la disolucion DES-70 se llevo a cabo en un periodo de 5 meses.
Comenzando con un muestreo inicial, (tiempo 0) y posteriormente se sometieron a condiciones de
temperatura establecidas.

1. El método de analisis para los estudios tanto de Homogeneidad como de Estabilidad, fueron
basados en la norma NMX-AA-039-SCFI-2001 denominada “Analisis de agua, Determinacion de
sustancias activas al azul de metileno (SAAM) en aguas naturales, potables, residuales y residuales
tratadas®, el cual se describe a continuacion.

1.1. Preparacion de curva de calibracion: Se prepararon una serie de estandares en matraces
volumétricos de 100 mL con la disolucion patrén de Sulfonato de alquil benceno lineal (1 mg/mL)
en el intervalo de 0.01-0.20 mg, (incluir un blanco de reactivos) diluyendo con agua des-ionizada.

1.2. Extraccion:

1.2.1. Se colocaron los anteriores volimenes de los estandares de forma independiente en embudos
de separacion de 500mL.

1.2.2. Se acidificaron con acido sulfurico al 7.0% y mezclaron con disolucion de azul de metileno.

1.2.3. Se extrajeron de cada embudo los pares i6nicos con dos lavados con cloroformo. (Azul de
metileno-surfactante)

1.2.4. Se realiz6 una tercera extraccion lavando los extractos de cloroformo con soluciéon acida de
fosfatos.

1.2.5. Se transfirio la fase organica a través de un embudo con lana de vidrio a matraces volumétricos
de100 mL.

1.2.6. Se completaron los volimenes del aforo con cloroformo.
1.2.7. Se determinaron las absorbancias de las soluciones en el espectrofotometro ultravioleta-visible
marca: Perkin Elmer modelo: Lambda Bio 20, usando una celda de cuarzo de 1.0 cm de paso de haz

de luz, a la longitud de onda de 652 nm, realizando por triplicado la lectura de cada concentracion.

2. Previo a realizar los estudios de homogeneidad y estabilidad, se llevo a cabo la validacion del
método.
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3. Se procedid a evaluar la homogeneidad del lote. El proceso de medicién se realizo
manteniendo constante al analista, al instrumento de medicion, la calibracién y en un periodo de
tiempo corto (en un mismo dia).

3.1. De cada envase asignado en la tabla VII-1 para el estudio de homogeneidad, se tomaron 2
alicuotas (S1 yS2) y se realizaron las diluciones como se describen en la tabla VII-2.

5 mL 50 mL 10 mL 100 mL

TablaVII-2.- Diluciones que se realizaran a los envases que contienen la disolucion DES-70.

3.2. Se prepar6 un blanco con agua des ionizada y una solucion control de concentracion conocida.
3.3.  Serealizo la extraccion de las soluciones, tal como se describe en el punto 1.2.

3.4. Se calcularon en mg/L las concentraciones de SAAM obtenidas (ver Anexo A).

3.5. Se estim6 la incertidumbre para cada concentracion (ver Anexo B).

3.6. Se realizaron los calculos estadisticos correspondientes para determinar si el lote es
Homogéneo (ver pagina 33-38).

3.7. Debido a que se pudo comprobar la homogeneidad del lote, se procedid a realizar el Estudio
de Estabilidad.

4. Para realizar el Estudio de Estabilidad se utilizaron los envases indicados en la Tabla VII-1
(ver pagina 25).

4.1. Se realizé un muestreo inicial antes de someter el lote a condiciones de temperatura de 4, 20 y
40°C.

4.2.  Se muestreo mensualmente durante un periodo de tiempo de 5 meses.

4.3. Serealizo el analisis de las muestras, curva de calibracion y soluciones control de acuerdo con
lo descrito en la metodologia para el estudio de homogeneidad.

4.4. Se estimo la incertidumbre para cada concentracion (ver Anexo B).

4.5. Se realizaron los calculos estadisticos correspondientes para determinar si el lote es Estable en
las diferentes condiciones de temperatura a las que fueron sometidas (ver paginas 59-65).
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VIII. DIAGRAMA DE FLUJO

El procedimiento general para la evaluacion de los estudios de homogeneidad y estabilidad de la

disolucion DES-70, se esquematiza en la Figura VIII-1.

Validacién del método

v

CENAM
envia
muestra

v

Realizacién
de estudio de
homogeneidad

A

Analisis estadistico de los
datos

|

Si el lote es homogéneo se
inicia el estudio de
estabilidad, realizando el
muestreo inicial.

\ 4

\ 4

Las botellas se someten a las
condiciones de temperatura
seleccionados para cada sub-
lote. (4,20y 40°c)

Analisis estadistico de los
datos del muestreo inicial.

L

A 4

Analisis estadistico

Anadlisis de las muestras
correspondientes al primero,
segundo, tercero, cuarto y
quinto muestreé del estudio
de estabilidad.
(Frecuencia mensual)

A

Discusién de
resultados y
conclusiones

Figura VIII-1.- Descripcion del desarrollo de los estudios de homogeneidad y
estabilidad de la disolucion DES-70
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IX. DISENO ESTADISTICO

Los datos obtenidos por el Espectrofotometro de UV-Vis cuando se leyeron las muestras tanto del
Estudio de Homogeneidad como del Estudio de Estabilidad se trataron algebraicamente para calcular
la concentracion de las muestras tomando en cuenta las diluciones realizadas durante el analisis. Se
calculd y expresdé como SAAM la concentracion del analito (ejemplo del calculo en el apéndice A)
utilizando la siguiente féormula:

SAAM, mg/L =W * 1000/S
donde:

W = son los mg/100 mL del analito en la muestra calculada a partir de la ecuacion de la recta de la
curva de calibracion
S = son los mL de alicuota de la muestra

Se calcul6 la incertidumbre para el analito (ejemplo del calculo en el apéndice B), segin la “Guia
Técnica Sobre Trazabilidad e Incertidumbre en las Mediciones Analiticas que Emplean la Técnica de
Espectrofotometria de Ultravioleta-Visible” que establece el CENAM. Considerando las principales
variables de impacto como son: (13)

Curva de calibracion

Valor obteniendo para las muestras control
Valor obteniendo para el blanco

Peso del material de referencia de la balanza
Factor de correccion

Material volumétrico utilizado

Especificaciones del estudio de homogeneidad

Un modelo basico para el estudio de homogeneidad comprende i=1...abotellas y j=1...n, medicines
puede ser expresado de la siguiente forma:

Ev=H+A+e
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donde:

&y= resultado de una sola medicion en el estudio

| = esperanza matematica (media de medias cuando, nimero de mediciones repetidas tiende a
infinito)

A, = varianza entre botellas

€ = varianza de la repetitividad

Normalmente, puede asumirse que A,y &, son independientes, esto es, la no homogeneidad entre
botellas no influye en la repetibilidad de la medicion o viceversa. Ademas, puede asumirse con
frecuencia que la variable A, es distribuida normalmente, con una media de cero y una varianzac’
Asimismo, puede asumirse que el error de medio aleatorio &, €s una variable distribuida normalmente
con una media de cero y una varianza de ¢°.

Para poder determinar la homogeneidad se realizo un Estudio de Homogeneidad entre botellas, en la
figura IX-1 se representa el disefio de muestreo empleado, se seleccionarian botellas de manera
aleatoria estratificada, pero incluyendo la primera y la Gltima botella para poder detectar si hay una
tendencia por el orden de llenado de las mismas. (12)

Entre grupos

A

Entre grupos

Figura IX-1. Disefio de un estudio de homogeneidad entre botellas: en el cual el sub-muestro de las unidades es posible en
este diseflo, ya que multiples porciones de muestra se han tomado de cada muestra del lote y trasformado individualmente.
La varianza “entre botellas” solo incluye la heterogénea entre botellas, mientras que la varianza “dentro de las botellas”
incluye la incertidumbre debida a la medicion, la trasformacion y el sub-muestro. Esta es la situacion ideal, desde una
perspectiva de obtener un estimado no sesgado de la heterogeneidad del material.
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Cabe mencionar que para este estudio en particular se utilizaron 6 botellas y de cada botella dos sub-
muestras, a las cuales se les dio un tratamiento idéntico segiin norma NMX-AA-039-SCFI-2001 y se
obtuvieron 5 mediciones de cada sub-muestra de las cuales se obtuvo un promedio.

Para poder concluir si el lote es homogéneo se utilizo el Analisis de Varianza que se describe en la
tabla IX-1, debido a que se contaba con un lote formado por diferentes botellas. (14)

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Media de cuadrados
variacion libertad
Tratamiento n—1 Y% - Y2.= S.C.T. S.C.T. =M.C.T M.C.T.
T 1-1 ni N n-1 M.C.E.
Error N -n I¥Y%4j -XY%4 =S.C.E. S.C.E. = M.CE.
experimental i1—1 n; N-n
Ej(i) i(i-1)

Tabla IX-1. Disefio de experimentos completamente al azar con un criterio de clasificacion.

Modelo: Yi= p + 1. + Ejj)

S.C.T. = Suma de cuadrados del tratamiento

M.C.T. = Media de cuadrados del tratamiento

S.C.E. = Suma de cuadrados del error

M.C.E. = Media de cuadrados del error

N = Total de unidades experimentales

ni = Namero de unidades de la i-ésima nivel del factor

Se planted la hipotesis nula:

Ho: No hay diferencia significativa entre botellas
Ha: hay diferencia significativa entre botellas

Se realizara el calculo para el estadistico F, bajo los criterios de que si F calculada es menor a F critica
(tablas), solo entonces se acepta Ho y se determinara que el lote es homogéneo.(10)
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Especificaciones del Estudio de Estabilidad

Para este estudio en particular se utilizaron 9 botellas y de cada botella 2 sub-muestras, a los cuales
se les dio un tratamiento idéntico segin norma NMX-AA-039-SCFI-2001 y se obtuvieron 5
mediciones de cada sub-muestra de las cuales se obtuvo un promedio.

Para poder concluir si el lote es estable a las diferentes temperaturas de exposicion, se utilizo el
Analisis de Varianza que se describe en la tabla IX-2 debido a que se contaba con un lote formado
por diferentes botellas.(14)

Fuente de Grados de libertad Suma de cuadrados Media de F
variacion cuadrados

Tratamiento n—1 Y% - Y..= S.C.T. S.C.T. =M.C.T M.C.T.
Ti 1-1 n; N n-1 M.C.E.
Error N-n TIYZ) XY = S.C.E. = M.C.E.
experimental 11—1 S.C.E. N-n
Ej(i) i (i-1) n;

Tabla IX-2. Disefo de experimentos completamente al azar con un criterio de clasificacion.

Modelo: Yij: 9] + 1, + Ej(i)

S.C.T. = Suma de cuadrados del tratamiento

M.C.T. = Media de cuadrados del tratamiento

S.C.E. = Suma de cuadrados del error

M.C.E. = Media de cuadrados del error

N = Total de unidades experimentales

ni = Numero de unidades de la i-ésima nivel del factor

Se planted la hipdtesis nula:

Ho: No hay diferencia significativa entre muestreos
Ha: hay diferencia significativa entre muestreos

Se realizo el calculo para el estadistico F, bajo los criterios de que si F calculada es menor a F critica

(tablas), solo entonces se acepta Ho y se determind que el lote es estable a cada una de las
temperaturas de exposicion respectivamente. (10)
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X. RESULTADOS:

Estudio de homogeneidad.

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras que se sometieron al Estudio de
Homogeneidad, se puedo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-1 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

QAN CE HOWOGENEAD AR

.

HOMDGEVEVOAD 2 MO0 G ENEDAT 3

Figura X-1. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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Conteo estimado total = 500
Conteo estimado de Levaduras « 480 /
Conteo de Mohos = 21

Conteo de Mohos y Levaduras =0
EnlaFl 2 s& IBUEsIr i Petri
ol Mo

Figura X-2. Foto tomada de la guia de interpretacion para Placas Petrifilm 3M para el recuento de mohos y levaduras YM.

Para realizar el estudio de homogeneidad fue necesario realizar una curva de calibracion con un patron
de Lauril sulfato de sodio (LSS) de la cual se utilizaron los siguientes puntos de concentracion para
la realizacion de la curva 0, 10. 30, 50, 70, 90, 120, 150, 180 y 200 ug de LSS que se detalla en el
cuadro X-1 y en la grafica X-1.

La curva de calibracion debia cumplir con un criterio de:
e Coeficiente de correlacion (r?) > 0.998

La curva de calibracion y las muestras se analizaron segun la norma 039 NMX-AA-SCFI-2001, en el
siguiente consecutivo:
e Preparacion de material.
Preparacion de disoluciones.
Formacion del par ioénico analito-azul de metileno.
Extraccion de analito con cloroformo.
Medicioén de la absorbancia (Abs) de los estdndares y las muestras a 652nm.
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Concentracion

Abs promedio

(ng) 2

0 0,0001

10 0,0363
30 0,0817
50 0,1275
70 0,1864
90 0,2292
120 0,3134
150 0,3974
180 0,4721
200 0,5252

Datos obtenidos de la curva de calibracion
empleada para desarrollar el Estudio de
Homogeneidad

Ecuacion: y =b+m*x
y = 0.0030 + 0.00260 * x
Coeficiente de correlacion

r>=0,9996

Pendiente
m ~0,00260

Ordenada al origen
b~ 0,0030

Cuadro X-1. Especificaciones de la curva de calibracion empleada para leer las muestras
utilizadas para desarrollar el Estudio de Homogeneidad.

0.6000

0.5000

0.4000

0.3000

Abs

0.2000

0.1000

0.0000

Estudio de Homogeneidad
Curva de calibracion

50

Concentracion (g de SAAM)

100 150 200

Grafica X-1. Grafica de la curva de calibracion empleada para leer las muestras
utilizadas para desarrollar el Estudio de Homogeneidad.
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Los estandares y las muestras se leyeron en un espectrofotdémetro UV-Vis con las siguientes
caracteristicas

Marca: Perkin Elmer

Modelo: Lambda Bio20

Longitud de onda utilizada: 652 nm

Datos obtenidos: Absorbancia y concentracion.

Las absorbancias detectadas por el espectrofotometro UV-Vis para las muestras fueron extrapoladas
en la curva y calculada su concentracion con la ecuacion de la recta:

Ecuacion: y=b+ m* x
y = 0.0030 + 0.00260 * x

Posteriormente las concentraciones fueron tratadas en una hoja de calculo de computadora en paquete
EXCEL con la finalidad de obtener concentraciones en mg/LL de SAAM tomando en cuenta el
tratamiento que se les dio y las diluciones realizadas (ejemplo del calculo de concentracion en mg/L
de SAAM en el anexo A).

En la tabla X-2 se observan las concentraciones obtenidas en cada una de las 2 sub-muestra extraidas
de cada botella utilizada en el estudio de homogeneidad, asi como el promedio general con su
respectivo célculo de incertidumbre (ejemplo del célculo de incertidumbre en el anexo B).

Concentraciones obtenidas del Estudio de Homogeneidad
Nu(rlrel:ero Submluestra Submzuestra Promedio | Promedio general
Botella | (me/L) mgr) | @D = U (mg/L)

1 82.010 80.691 81.351
11 81.267 82.202 81.735
19 81.485 83.944 82.715 82.208 = 0.82991
6 82.804 79.590 81.197
14 82.740 83.880 83.310
24 80.409 85.468 82.939

Tabla X-2. Valores en concentraciones obtenidas para cada una de las botellas de la disolucion
DES-70 sometidas al estudio de homogeneidad.
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La grafica X-2 muestra el comportamiento de las botellas de la disolucion DES-70 sometidas al
estudio de homogeneidad.

ESTUDIO DE HOMOGENEIDAD

100
95
90
85

75
70
65
60
55
50
0 5 10 15 20 25

Concentracion (mg/L)

No. de botella

Grafica X-2. Concentraciones obtenidas para cada botella sometida al estudio de homogeneidad.

Se calcul6 F Fisher como se muestra en la tabla X-3.
e Se planteo la hipdtesis nula:
“Ho: no hay diferencia significativa entre botellas”.
e Se establecio el siguiente criterio de aceptacion o rechazo de la hipdtesis nula:

“Si F calculada es menor a F critica (tablas), solo entonces se acepta la Ho y se determinar4 si el lote
es homogéneo, de lo contrario se rechaza la Ho”.

o Serealiz6 el Analisis de varianza.
e Se compard F calculada contra F tablas.
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ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

RESUMEN
Botellas Cuenta Suma Promedio | Varianza
1 2 162.701 | 81.3506314 | 0.8700627
11 2 163.469693 | 81.7348463 | 0.43704064
19 2 165.429189 | 82.7145946 | 3.02328131
6 2 162.393891 | 81.1969454 | 5.16682253
14 2 166.620256 | 83.3101278 | 0.6496151
24 2 165.87744 | 82.93872 | 12.7958839
ANALISIS DE VARIANZA
. Promedio Valor
Origen de las Sumade | Grados de . o
variaciones cuadrados | libertad ale L2 3 heeseticad [eicoleaia
cuadrados F
Entre grupos | 7.97292304 5 1.59458461
Dentrodelos ) 9497062 6 3.82378437 |  0.417 0.822 4387
grupos
Total 30.9156293 11
Tabla X-3. Calculo del estadistico F para la determinacion de la Homogeneidad del lote DES-70.
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Estudio de estabilidad.

El Estudio de Estabilidad se desarrolld basado en la metodologia usada en el Estudio de
Homogeneidad, utilizando el mismo material y equipos, pero con la variante de que se realizaron
muestreos mensuales durante un periodo de 5 meses para observar el comportamiento de la disolucion
DES-70.

Para realizar el estudio de estabilidad fue necesario realizar curvas de calibracién utilizando como
patron una disolucion de Lauril sulfato de sodio y con un rango de la curva de 0-200 pg.

La curva de calibracion se realiz6 con una frecuencia mensual y en los mismos dias en que se
realizaron los muestreos y previo al analisis de muestras.

La curva de calibracion debia cumplir con un criterio de: coeficiente de correlacion (r?)> 0.998

La curva de calibracion y las muestras se analizaron segun la norma 039 NMX-AA-SCFI-2001, en el
siguiente consecutivo:
e Preparacion de material.
Preparacion de disoluciones.
Formacion del par id6nico analito-azul de metileno.
Extraccion de analitos con cloroformo
Medicion de la absorbancia de los estandares y las muestras a 652nm

Los estandares y las muestras se leyeron en un espectrofotometro UV-Vis con las siguientes
caracteristicas
e Marca: Perkin Elmer
Modelo: Lambda Bio20
Longitud de onda utilizada: 652 nm
Datos obtenidos: Absorbancia y concentracion.

Las absorbancias detectadas por el espectrofotometro UV-Vis para las muestras fueron extrapoladas
en la curva y calculada su concentracion con la ecuacion de la recta:

Ecuacion: y=b+ m* x
Posteriormente las concentraciones fueron tratadas en una hoja de calculo de computadora en paquete
EXCEL con la finalidad de obtener concentraciones en mg/L de SAAM tomando en cuenta el

tratamiento que se les dio y las diluciones realizadas (ejemplo del calculo de concentracion en mg/L
de SAAM en el anexo A).
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Al iniciar el Estudio de Estabilidad se realizo un primer muestreo y analisis de muestras. Una vez
culminado el estudio, se sometieron las muestras asignadas a condiciones de temperatura
respectivamente. Como se indica en la tabla X-4

1 0 Sin someter a condiciones

2 1 4, 20 y 40°C respectivamente
3 2 4, 20 y 40°C respectivamente
4 3 4, 20 y 40°C respectivamente
5 4
6 5

4, 20 y 40°C respectivamente
4, 20 y 40°C respectivamente

Tabla X-4. Condiciones de las muestras segiin del nimero de muestreo de la disolucion DES-70 para el Estudio de Estabilidad.
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“Primer muestreo”

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del primer muestreo del Estudio
de Estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-3 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la figura
X-2.

- - ““ WA s B

i

Figura X-3. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el primer muestreo del estudio de estabilidad se describe en

el cuadro X-5 y en la grafica X-3.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0000
10 0,0234
30 0,0720
50 0,1414
70 0,2120
90 0,2656
120 0,3648
150 0,4575
180 0,5583
200 0,6033

Estudio de estabilidad curva de calibracion
No. de muestreo 1

Cuadro X-5. Especificaciones de la
curva de calibraciéon empleada para el
primer muestreo del estudio de
estabilidad.

0.7000
0.6000
0.5000
0.4000
w
.g:
Ecuacion: y=b+ m*x
0.3000 y=0.00313 +0.0129 * x
Coeficiente de correlacion
270,9995
0.2000 Pendiente
m~0,00313
Ordenada al origen
0.1000 b 00129
0.0000
0 50 100 150 200

Concentracion (ug)

Grafica X-3. Grafica de la curva de calibracion empleada
el primer muestreo del estudio de estabilidad.
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En la tabla X-6 se presentan las concentraciones obtenidas en el primer muestreo (tiempo 0) para
cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.

) Concentracion de masa de SAAM
Nuzlr;ero Temperatura de | No. de el
Botella almacenamiento | muestreo Submu;:stra Submu;stra Promedio
3 40 1 70.405 70.202 70.304
5 4 1 71.919 73.103 72.511
7 40 1 70.288 69.669 69.978
9 40 1 70.128 70.682 70.405
10 20 1 71.833 72.004 71.919
15 4 1 72.697 72.122 72.410
16 20 1 71.172 72.143 71.658
18 20 1 71.865 71.940 71.903
20 4 1 73.187 72.388 72.788

Tabla X-6. Resultados obtenidos en el primer muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disoluciéon DES-70.

La grafica X-4 muestra el efecto de la temperatura en el primer muestreo para cada botella
utilizada en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de
la disoluciéon de DES-70 en el primer muestreo

(]
el
—
=
£
R T S N ———
S 70.000 -
£
pr 2 60000 S ———— e S L
S < 50,000
S 40.000
8 30.000
§ 20.000
S 10.000
8 0.000 : : : : : : :
a°c 20°C 40°C

Temperatura de almacenamiento, °C

Tabla X-4. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentracion
en la disolucion DES- 70 en el primer muestreo,
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“Segundo muestreo”

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del segundo muestreo del estudio
de estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-4 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

Figura X-4. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el segundo muestreo del estudio de estabilidad se describe

en el cuadro X-7 y en la grafica X-5.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0004
10 0,0237
30 0,0841
50 0,1618
70 0,2160
90 0,2618
120 0,3863
150 0,4773
180 0,5886
200 0,6770

Cuadro X-7. Especificaciones de la
curva de calibracion empleada para

el segundo muestreo del estudio de
estabilidad.

Estudio de estabilidad curva de calibracion
No. de muestreo 2

0.8000
0.7000
0.6000
0.5000
w
f,—f 0.4000 = Ecuacion: y=b+ m*x
y = 0.00338- 0.0188 * x
0.3000 Coeficiente de correlacion
270,9984
Pendiente
2Ly B m ~0,00338
Ordenada al origen
0.1000 - b~--0,0188
0.0000
0 50 100 150 200

Concentracion (Lg)

Grafica X-5. Grafica de la curva de calibracién empleando
el segundo muestreo del estudio de estabilidad.
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En la tabla X-8 se presentan las concentraciones obtenidas en el segundo muestreo (después del
primer mes) para cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.

Ntmero Concentracion de masa de SAAM (mg/L)
de Temperatur.a de | No.de

Botella almacenamiento | muestreo Sub-n;uestra Sub-n;uestra Promedio
3 40 2 57.329 58.530 57.929
5 4 2 70.289 69.738 70.013
7 40 2 58.343 58.008 58.176
9 40 2 59.761 59.633 59.697
10 20 2 62.794 62.755 62.775
15 4 2 67.630 68.152 67.891
16 20 2 63.996 64.291 64.144
18 20 2 64.636 65.286 64.961
20 4 2 66.813 66.754 66.783

Tabla X-8. Resultados obtenidos en el segundo muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disolucion DES-70.

La grafica X-6 muestra el efecto de la temperatura en el segundo muestreo para cada botella
utilizada en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de la disolucion de
DES-70 en el segundo muestreo

80.000
70.000 - {
~ 60.000 ~
50.000
40.000
30.000
20.000
10.000
0.000

mg/L

I\?

el

- o~

o .
P4

- = ~
—
7 ‘| -]
~

—_— e =
—_— o =

B Promedio

Concentracion de masa

20°C

Temperatura de almacenamiento, °C

4°C

Tabla X-6. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentraciéon
en la disolucion DES- 70 en el segundo muestreo.
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“Tercer muestreo”

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del tercer muestreo del Estudio de
Estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-5 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

Figura X-5. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el tercer muestreo del estudio de estabilidad se describe en el
cuadro X-9 y en la grafica X-7.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0002 Estudio de estabilidad curva de calibracion
10 0,0252 No. de muestreo 3
30 0,0837
50 0,1222 0.7000
70 0,1890 s
90 0,2477
120 0,3335 0-000
150 0,4240 0.4000
v
180 0’5124 2 i Ecuacion: y=b+ m*x
o 0,00292- 0,0125 *x
200 0’5 820 Coeficiente de correlacion
70,9993
0.2000 Pendiente
Cuadro X-9. Especificaciones de la 181;10,0(()12921 .
curva de calibracion empleada para 0.1000 b i_grz)alzasa oreen
el tercer muestreo del estudio de '
estabilidad. 0.0000
0 50 100 150 200
Concentracion (ug)

Grafica X-7. Grafica de la curva de calibracion empleada
el tercer muestreo del estudio de estabilidad
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En la tabla X-10 se presentan las concentraciones obtenidas en el tercer muestreo (después del
segundo mes) para cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.

Concentracion de masa de SAAM
Numg:;o Temperatura de No. de (mg/L)
almacenamiento muestreo Sub-
Botella Sub-mulestra muestra| Promedio
2
3 40 3 48.946 50.394 49.670
5 4 3 70.068 71.641 70.855
7 40 3 49.926 49311 49.619
9 40 3 49.197 50.770 49,983
10 20 3 62.910 67.059 64.984
15 4 3 71.128 71.903 71.516
16 20 3 68.632 69.555 69.094
18 20 3 66.626 65.702 66.164
20 4 3 72.587 70.513 71.550

Tabla X-10. Resultados obtenidos en el tercer muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disolucion DES-70.

La grafica X-8 muestra el efecto de la temperatura en el tercer muestreo para cada botella utilizada
en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de la disolucion de
DES-70 en el tercer muestreo

N - —
= = ] - -
SR R

o -

B Promedio

20°C

Temperatura de almacenamiento, °C

Concentracion de masa, m

Tabla X-8. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentracion
en la disolucién DES- 70 en el tercer muestreo.
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“Cuarto muestreo”

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del cuarto muestreo del estudio de
estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-6 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

Figura X-6. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el cuarto muestreo del estudio de estabilidad se describe en

el cuadro X-11 y en la grafica X-9.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0004
10 0,0349
30 0,0946
50 0,1587
70 0,2206
90 0,2790
120 0,3805
150 0,4681
180 0,5675
200 0,6333

Cuadro X-11. Especificaciones de la
curva de calibracién empleada para
el cuarto muestreo del estudio de
estabilidad.

Abs

0.7000

0.6000

0.5000

0.4000

0.3000

0.2000

0.1000

0.0000

Estudio de estabilidad curva de calibracion
No. de muestreo 4

Ecuacion: y=b+ m*x
y =0,00315 + 0,0006 * x
Coeficiente de correlacion

270,9999
Pendiente
m ~0,00315

Ordenada al origen
b ~- 0,0006

50 100 150 200

Concentracion (pg)

Grafica X-9. Grafica de la curva de calibracion empleada

el cuarto muestreo del estudio de estabilidad

En la tabla X-12 se presentan las concentraciones obtenidas en el cuarto muestreo (después del
tercer mes) para cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.
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N Concentracion de masa de SAAM
u(rirfl:ero Temperatura de | No. de (mg/L)

Botella almacenamiento | muestreo Submui:stra SubmuSStra Promedio
3 40 4 44.799 43.846 44.322
5 4 4 70.543 70.151 70.347
7 40 4 47278 49.334 48.306
9 40 4 49.291 48.242 48.767
10 20 4 64.738 64.462 64.600
15 4 4 70.172 74.082 72.127
16 20 4 65.193 65.681 65.437
18 20 4 67.238 65.956 66.597
20 4 4 69.569 68.933 69.251

Tabla X-12. Resultados obtenidos en el cuarto muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disolucion DES-70.

La grafica X-10 muestra el efecto de la temperatura en el cuarto muestreo para cada botella
utilizada en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de la
disolucion de DES-70 en el cuarto muestreo
80.00
]

o o _’Q 0 . =-===_
S~ . T Ly A )
g == w_O_&%
< 60.00
® - =
9 7
T 40.00 S -
]
8 30.00
S O Promedio
$ 20.00
Q
c
S 10.00

0.00 T T T

4°C 20°C
Temperatura de almacenamiento, °C

Tabla X-10. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentracion
en la disolucion DES- 70 en el cuarto muestreo.
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“Quinto muestreo”

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del quinto muestreo del estudio de
estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-7 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

Figura X-7. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el quinto muestreo del estudio de estabilidad se describe en
el cuadro X-13 y en la grafica X-11.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0001
10 0.0306 Estudio de estabilidad curva de calibracion
b
30 0.0784 No. de muestreo 5
bl
50 0,1540
70 0,2216 07000
90 0,2822
120 0,3731 0.6000 A
150 0,4731
0.5000
180 0,5681
200 0,6213 0.4000
]
<
Cuadro X-13. Especificaciones de la 0.3000 Ecuacién: y=b+ m*x
curva de calibracion empleada para y =0.00316 - 0,0050 * x
el quinto muestreo del estudio de CgeﬁCIeme de correlacion
estabilidad. 0.2000 2~0,9996
Pendiente
m ~0,00316
0.1000 Ordenada al origen
b ~-0,0050
0.0000
0 50 100 150 200
Concentracion (ug)

Grafica X-11. Grafica de la curva de calibraciéon empleada
el quinto muestreo del estudio de estabilidad.
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En la tabla X-14 se presentan las concentraciones obtenidas en el quinto muestreo (después del
cuarto mes) para cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.

N Concentracion de masa de SAAM
u(lilzero Temperatura de | No. de (mg/L)

Botella almacenamiento | muestreo Submuclestra Submu;:stra Promedio
3 40 5 35.969 36.316 36.142
5 4 5 72.439 73.366 72.902
7 40 5 35.610 35.726 35.668
9 40 5 35.726 35.905 35.816
10 20 5 64.253 65.686 64.970
15 4 5 71.849 71.901 71.875
16 20 5 65.812 65.676 65.744
18 20 5 64.496 64.938 64.717
20 4 5 71.543 71.016 71.280

Tabla X-14. Resultados obtenidos en el quinto muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disolucion DES-70.

La grafica X-13 muestra el efecto de la temperatura en el quinto muestreo para cada botella
utilizada en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de la
o~ disolucion de DES-70 en el quinto muestreo
I ——

L __—— - ¢ o O o

 60.00 ——>*
E o O Promedio
£ 50.00
S

40.00 = =
5 ( O O h)
& 30.00 = —
b= ——
g 20.00
5
O 10.00

0.00 . . . . . . . \
4°C 20°C 40°C
Temperatura de almacenamiento, °C

Tabla X-13. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentracion
en la disolucion DES- 70 en el quinto muestre
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Sexto muestreo:

En el test para la identificacion de hongos realizado a las muestras del sexto muestreo del estudio de
estabilidad, se pudo observar que no se presentd crecimiento microbiano pasadas 24 y 36 horas
(tiempo estimado en el instructivo de uso) después de la siembra en las placas para el recuento de
Mohos y Levaduras. Como se puede observar en la figura X-8 y realizando la comparacion con las
imagenes que nos proporciona la guia para la interpretacion de las placas que se muestran en la Figura
X-2.

Figura X-8. Foto tomada a las muestras sembradas en test microbiologico para la identificacion de hongos.
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La curva de calibracion elaborada para el sexto muestreo del estudio de estabilidad se describe en el

cuadro X-15y en la grafica X-13.

Concentracion Abs
(ng) promedio
0 0,0000
10 0,0270
30 0,0941
50 0,1522
70 0,2158
90 0,2822
120 0,3775
150 0,4700
180 0,5706
200 0,6474

Cuadro X-15. Especificaciones de la
curva de calibracion empleada para
el sexto muestreo del estudio de
estabilidad.

Abs

0.7000

0.6000

0.5000

0.4000

0.3000

0.2000

0.1000

0.0000

Estudio de estabilidad curva de calibracion
No. de muestreo 6

Ecuacion: y=b+ m*x
y =0.00323 - 0,0075 *

270,9998
Pendiente
m~0,00323

Ordenada al origen
b =-0,0075

xCoeficiente de correlacion

50 100 150

Concentracion (ug)

200

Grafica X-13. Grafica de la curva de calibracién empleada
el sexto muestreo del estudio de estabilidad.
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En la tabla X-16 se presentan las concentraciones obtenidas en el sexto muestreo (después del
quinto mes) para cada botella utilizada en el estudio de estabilidad.

, Concentracion de masa de SAAM
Nu(rinero Temperatura de | No. de (mg/L)
e .

almacenamiento | Muestreo | Submuestra | Submuestra .

Botella ) ) Promedio
3 40 6 30911 31.076 30.993
5 4 6 68.607 68.266 68.436
7 40 6 30.962 30.921 30.942
9 40 6 30.828 30.849 30.838
10 20 6 68.762 68.741 68.751
15 4 6 68.886 68.720 68.803
16 20 6 69.805 69.123 69.464
18 20 6 69.929 69.960 69.945
20 4 6 70.012 69.650 69.831

Tabla X-16. Resultados obtenidos en el sexto muestreo del estudio de estabilidad realizado a la disolucion DES-70.

La grafica X-14 muestra el efecto de la temperatura en el sexto muestreo para cada botella utilizada
en el estudio de estabilidad.

Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad
de la disolucion de DES-70 en el sexto muestreo
75.00 e —
] == —
$700 44 g Orm O O .
€ 65.00 — - N - - O Promedio
g 60.00
s 55.00
£ 50.00
-g 45.00
= 40.00
g 35.00 =
Q . , — -~
S 3000 <0
— — -
25.00 T T T T T T T T
4°C 20°C 40 °C
Temperatura de almacenamiento, °C

Tabla X-14. Efecto de las diferentes temperaturas sobre la concentracion
en la disolucién DES- 70 en el sexto muestreo.

58

Elena Stephany Castafieda Sereno




FES

ZARAGOZA

Una vez culminado el tiempo asignado al estudio de estabilidad y realizado el analisis de las muestras
para obtener la concentracion de cada una en los diferentes tiempos, se prosigui6é a calcular los

promedios de cada uno de los muestreos en las diferentes temperaturas.

La tabla X-17 muestra el comportamiento de la disolucion bajo el efecto de la temperatura a lo largo
de los cinco meses en los que se llevo a cabo el estudio de estabilidad, con sus respectivos calculos

de incertidumbre.

i Promedio general de la concentracion para cada
iz s mucstie U (ena/T)
4°C+tU 20°C+U 40°C+U
1 0 72.569 +0.328 | 71.827 +0.271 70.229 +0.359
2 68.229 +2.003 | 63.960 +1.383 58.601 £1.213
3 8 71.307 £0.555 | 66.747 £2.545 49.757 £0.330
4 12 70.575+1.776 | 65.545+£1.258 | 47.132+2.922
5 16 72.019 £1.049 | 65.144+0.719 | 35.876 +0.381
6 20 69.023 £0.936 | 69.387+0.794 | 30.924 +0.192

Tabla X-17. Efecto de las temperaturas de almacenamiento en la concentracion
de la disolucion DES-70 durante el estudio de estabilidad y calculo de incertidumbre.

En la grafica X-15 se muestra el efecto de las diferentes temperaturas de almacenamiento en la
concentracion en cada muestreo realizado durante el estudio de estabilidad.

Efecto de las distintas temperaturas de almacenamiento
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Grafica X-15. Efecto de las temperaturas de almacenamiento en la concentracion

de la disolucion DES-70 durante el estudio de estabilidad.
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Estadistico “F” para el calculo de la estabilidad a condiciones de 4°C.

Con los valores calculando my b de la curva de calibracion realizada para leer las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 4°C, se calcularon las desviaciones estandar y los grados de libertad
como se muestra en la tabla X-18. Para posteriormente realizar el calculo de “F” de Fisher.

0 72.371 0.172
4 68.229 1.641 n=6
8 71.307 0.392

Grados de
12 70.575 1.452 libertad
16 72.019 0.821 n-1
20 69.023 0.723 6-1

Tabla X-18. Calculo de la desviacion estandar y grados de libertad de las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 4°C.

Se calcul6“F” Fisher como se muestra en la tabla X-19.

Se plante¢ la hipotesis nula:
e “Ho: No hay diferencia significativa entre muestreos”.

Se establecio6 el siguiente criterio de aceptacion o rechazo de la hipotesis nula:
(] Si Fca]cu]ada < Ftab]as el analitO S eStable.
(] Si Fca]cu]ada > Ftab]as el analitO no es eStable.

Se realizo el Analisis de varianza.

Se compard F calculada contra F tablas.
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N

Coeficiente de
correlacion
multiple 0223
Coeficiente de
determinacion
R72 0,0495
R"2 ajustado -0,188
Error tipico 8,156
Observaciones 6
ANALISIS DE VARIANZA

Regresion 1 13,881 13,881 0,208 0,671

Residuos 4 266,118 66,529

Total 5 280

Intercepcion 79,105 151,325 0,522 0,628 -341,040 499,25 -341,040 | 499,251
Variable X 1 -0,978 2,142 -0,456 0,671 -6,926 4,969 -6,926 4,969

Tabla X-19. Calculo del estadistico F para la determinacion de la estabilidad del lote DES-70 en condiciones de 4°C.
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Estadistico “F” para el calculo de la estabilidad a condiciones de 20°C.

Con los valores calculando my b de la curva de calibracion realizada para leer las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 20°C, se calcularon las desviaciones estandar y los grados de libertad
como se muestra en la tabla X-20. Para posteriormente realizar el calculo de “F” de Fisher.

0 71,827 0,146
4 63,960 1,105 n=6
8 66,747 2,116

Grados de
12 65,545 1,003 libertad
16 65,144 0,535 n-1
20 69,387 0,600 6 -1

Tabla X-20. Calculo de la desviacion estandar y grados de libertad de las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 20°C.

Se calculd “F” Fisher como se muestra en la tabla X-21.

Se plante¢ la hipotesis nula:
e “Ho: no hay diferencia significativa entre muestreos”.

Se establecio el siguiente criterio de aceptacion o rechazo de la hipotesis nula:
o Si Fca]cu]ada < Ftab]as el analitO S eStable.
o Si Fca]cu]ada > Ftab]as el analitO no es eStable.

Se realiz6 el Analisis de varianza.

Se compard F calculada contra F tablas.
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Coeficiente de
correlacion
multiple 0.177
Coeficiente de
determinacion
R"2 0,0316
R"2 ajustado -0,210
Error tipico 8,233
Observaciones |6
ANALISIS DE VARIANZA

Regresion 1 8,863 8,863 0,130 0,735
Residuos 4 271,136 67,784
Total 5 280
Intercepcion 40,184 83,539 0,481 0,655 -191,75 272,128 |-191,759 272,128
Variable X 1 -0,449 1,243 -0,361 0,735 -3,903 3,003 -3,903 3,003

Tabla X-21. Calculo del estadistico F para la determinacion de la estabilidad del lote DES-70 en condiciones de 20°C.
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Estadistico “F” para el calculo de la estabilidad a condiciones de 40°C.

Con los valores calculando m y b de la curva de calibracion realizada para leer las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 40°C, se calcularon las desviaciones estandar y los grados de libertad
como se muestra en la tabla X-22. Para posteriormente realizar el calculo de “F” de Fisher.

0 70,229 0,314 n=6
4 58,601 1,104
8 49,757 0,234

Grados de
12 47,132 2,444 libertad
16 35,876 0,243 n-1
20 30,924 0,079 6-1

Tabla X-22. Calculo de la desviacion estandar y grados de libertad de las muestras sometidas
a condiciones de temperatura de 40°C.

Se calculd “F” Fisher como se muestra en la tabla X-23.

Se plante¢ la hipotesis nula:
e “Ho: no hay diferencia significativa entre muestreos”

Se establecio el siguiente criterio de aceptacion o rechazo de la hipotesis nula:
o Si Fca]cu]ada < Ftab]as Cl analitO S eStable.
o Si Fca]cu]ada > Ftab]as Cl analitO no es eStable.

Se realiz6 el Analisis de varianza.

Se compard F calculada contra F tablas.
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Coeficiente de
correlacion

multiple 0,988
Coeficiente de
determinacion

R™2 0,976
R"2 ajustado 0,970
Error tipico 1,284
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Regresion 273,402 273,402 165,766 0,0002
Residuos 4 6,597 1,649
Total 280

Intercepcion 34,930 2,006 17,412 6,386E-05 29,360 40,500 29,360 40,50
Variable X 1 -0,511 0,0397 -12,875 0,0002 -0,621 -0,401 -0,621 -0,401
Tabla X-23. Calculo del estadistico F para la determinacion de la estabilidad del lote DES-70 en condiciones de 40°C.
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XI. ANALISIS DE RESULTADOS:

El test microbioldgico realizado tanto en el estudio de Homogeneidad y de Estabilidad nos permite
interpretar la inocuidad microbioldgica (hongos y levaduras) que presenta las muestras durante su
manipulacion debido a que no hay presencia de crecimiento de colonias en las placas inoculadas.

Las curvas de calibracion empleadas para el analisis de las muestras tanto del Estudio de
Homogeneidad y como de Estabilidad cumple con el criterio de r>= 0.998 y las lecturas obtenidas en
las muestras se encuentran muy cercanas al punto medio de la curva por lo cual podemos atribuir
confiabilidad a las lecturas obtenidas.

En cada corrida de muestras se analizaron simultineamente controles de concentraciones conocidas
de SAAM y blancos con la finalidad de asegurar la confiabilidad de los resultados reportados en el
presente trabajo.

Ademas, previo al andlisis se realizo la validacion del método y se demostro la capacidad técnica de
los analistas. Sin pasar por alto que los equipos utilizados durante la determinacion se calibraron y
verificaron periddicamente segin el programa interno del laboratorio para garantizar su Optima
funcionalidad.

El Estudio de Estabilidad debido a su duracion (5 meses) nos permite establecer la condiciones de
transporte y almacenamiento segun lo establece la norma “NMX-CH-165IMNC-2008. Materiales de
referencia — Principios generales y estadisticos para certificacion” que nos establece un estudio de 3
meses o mas para un Estudio de Estabilidad a Corto Plazo.
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Estudio de Homogeneidad

Analizando la grafica X-2 podemos observar una clara tendencia a formar una linea recta a lo largo
de la concentracion estimada con cada una de las botellas utilizadas en el estudio de homogeneidad.

Haciendo el calculo de la concentracion promedio de todas las muestras obtenemos una concentracion
de 82.208 mg/L de SAAM con una incertidumbre asociada de 0.829 (ver pagina 36), que podemos
estimar como la concentracion de la disolucion DES-70 al momento de realizar el estudio de
homogeneidad. El valor de incertidumbre calculado se considera aceptable debido a que cumple con
el criterio de ser <10% de la concentracion estimada para la disolucion DES-70 segun lo establece el
procedimiento de control de calidad del laboratorio.

Como pudimos observar en la tabla X-2 los resultados obtenidos en el analisis de las muestras que se
evaluaron con la finalidad de desarrollar el estudio de homogeneidad, obtuvimos concentraciones
que osilla entre 81.197 y 83.310 mg/L de SAAM (ver pagina 36). La desviacion que se aprecia entre
estos valores es aceptable segun el criterio del laboratorio que es dé % Recobro = 90-110 con respecto
al valor de la concentracién promedio y esta estadisticamente justificada con el célculo de la
incertidumbre que por definicién nos indica que es la suma de las desviaciones estandar atribuidas a
la medicion.

En el célculo de F de Fisher tomando en cuenta los 5 grados de libertad establecidos en el estudio
obtenemos una F tablas de 4.387, que es mucho mayor al valor obtenido en la F calculada que fue de
0.417 (ver pagina 38), por lo que de acuerdo a el criterio establecidos anteriormente, podemos tomar
la decision de aceptar la hipdtesis nula (Ho: no hay diferencia significativa entre botellas).
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Estudio de Estabilidad

Para los resultados obtenidos en las muestras sometidas a condiciones de temperatura de 4°C.

Como se puede observar en la tabla X-17 los promedios obtenidos en la concentracion de las muestras
sometidas a condiciones de 4°C que se analizaron para evaluar el estudio de estabilidad, presentan
una concentracion que osilla entre 72.569-68.229 mg/L de SAAM (ver pagina 61).

Con el tratamiento estadistico de analisis de varianza al que se sometieron estos resultados obtuvimos
los siguientes valores para F con un nivel de confianza del 95%:

Featculada = 0,208
F wblas = 0,671 (ver pagina 62)

Esto con la finalidad de poder comparar con los criterios que establecimos para este modelo
estadistico y aceptar la hipotesis nula:

Ho: No hay diferencia significativa entre muestreos

Es importante mencionar que las variaciones en las concentraciones de SAAM mostradas en la tabla
X-17 son atribuidas a que la técnica que se empled para el andlisis de las muestras (anteriormente
descrita en el procedimiento), requiere una extraccion por agitacion en embudos de separacion, que
se realiza manualmente y esta perfectamente justificada dentro de los controles de calidad
establecidos en el laboratorio, que nos especifican que la variacion entre repeticiones de las mismas
muestras no debera ser mayor de 10% en porciento de recobro.

Para los resultados obtenidos en las muestras sometidas a condiciones de temperatura de 20°C.
Como se puede observar en la tabla X-17 los promedios obtenidos en la concentracion de las muestras
sometidas a condiciones de 20°C que se analizaron para evaluar el estudio de estabilidad, presentan

una concentracion que osilla entre 71.827-63.960 mg/L de SAAM (ver pagina 62).

Con el tratamiento estadistico de F de Fisher al que se sometieron estos resultados obtuvimos los
siguientes valores para F:

Fealculada = 0,130
F tablas = 0,735 (ver pagina 63)
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Esto con la finalidad de poder comparar con los criterios que establecimos para este modelo
estadistico y aceptar la hipotesis nula:

Ho: No hay diferencia significativa entre muestreos

La variacion en la concentracion de SAAM, puede apreciarse en la tabla X-17 es atribuida a la técnica
que se empleo para el analisis de las muestras y cumplen con el criterio de 100 £ 10% en porciento
de recobro entre repeticiones.

Para los resultados obtenidos en las muestras sometidas a condiciones de temperatura de 40°C.

Como se puede observar en la tabla X-17 los promedios obtenidos en la concentracion de las muestras
sometidas a condiciones de 40°C, que se analizaron para evaluar el estudio de estabilidad, presentan
una concentracion que oscila entre 70.229-30.924 mg/L de SAAM (ver pagina 64).

Con el tratamiento estadistico de F de Fisher al que se sometieron estos resultados obtuvimos los
siguientes valores para F:

F caleutada = 165,766
F iablas = 0,002 (ver pagina 65)

Esto con la finalidad de poder comparar con los criterios que establecimos para este modelo
estadistico y este caso en particular se rechaza la hipdtesis nula debido a que F caiculada €5 un valor
mucho mayor de F pas.

El decremento en la concentracion del analito puede ser atribuido a la degradacion del mismo por
consecuencia a la constante exposicion a la temperatura. Podemos apreciar una tendencia a formar
una pendiente negativa desde el andlisis del segundo muestreo, que se confirma al observar las
siguientes concentraciones en la grafica X-17.
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XII. CONCLUSIONES

Estudio de Homogeneidad

Con los resultados observados en las placas inoculadas podemos concluir que el lote se encuentra
libre de contaminacidén microbioldgica, especificamente hongos y levaduras, que pudieran interferir
en las mediciones analiticas referentes a la cuantificacion del analito.

Con los datos obtenidos en el calculo estadistico de analisis de varianza (F Fisher) al cual fueron
sometidos los resultados de concentraciones para las muestras que se seleccionaron en este estudio y
de acurdo a los resultados obtenidos para F de tablas y F calculada se concluye que el efecto entre
botellas es que no existe diferencia significativa y por lo tanto se determina que el candidato a material
de referencia es homogéneo.

Estudio de Estabilidad

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la disoluciéon DES-70 es estable en condiciones
de temperatura de 4 y 20 °C y que presenta problemas de degradacion si se somete a condiciones de
temperatura de 40°C.

Esto nos permite establecer que las condiciones de trasporte y almacenamiento del Candidato a MRC
del lote DES-70 que deben ser: a temperaturas de 4°C o 20°C y respetando el material de empaque
en el que se distribuye (envase de vidrio ambar seguido de una Bolsa de polietileno y una bolsa
aluminizada), ademas podemos afirmar que su manipulacion a una temperatura controlada de 20°C
no afecta su concentracion siempre y cuando no se vea comprometida su integridad fisica y quimica.

Como perspectiva de este trabajo se continuaran monitoreando las muestras que obtuvieron los

mejores resultados de estabilidad, empleado la misma metodologia de analisis, con la finalidad de
evaluar la posibilidad de establecer el periodo de vida util del lote.
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XIII. SUGERENCIAS

Al desarrollar las diferentes etapas del presente trabajo y documentar cada una de sus componentes,
pudimos identificar algunas puntos que, a nuestra opinidon, pudieran mejorarse e incluso
implementarse para mejorar y enriquecer futuros trabajos.

Como primer punto el método de analisis que nos referencia la NOM-AA-039-SCFI-2001 esta
clasificado analiticamente como un método secundario y seria conveniente con fines de comparacion,
analizar las muestras que se utilizan durante los estudio de homogeneidad y estabilidad, a la par con
método primario. Dicho método no existe referenciado hasta el momento en la bibliografia, por lo
que el desarrollo del mismo puede ser el proposito del estudio de una tesis a nivel de maestria.

La técnica de la NOM-AA-039-SCFI-2001 nos indica el punto 9 (procedimiento) realizar dos
extracciones del par id6nico (surfactante-azul de metileno) con cloroformo y una tercera con solucion
de lavado de fosfatos, utilizando para ello embudos de separacion y realizando una agitaciéon manual
por un periodo de tiempo de 30 segundos respectivamente. La experiencia que tuvimos a lo largo del
Estudio de Estabilidad es que cuando se realizan jornadas de trabajo muy extensas en las que se tienen
una gran cantidad de muestras que tuvieran que ser analizadas el mismo dia, la agitaciéon manual
dificilmente se puede mantener constante, debido al agotamiento fisico del analista. Dicho
inconveniente se pudiese mejorar utilizando un dispositivo de agitacion mecanico.

Es importante hacer mencion que las celdas de cuarzo que se requieren para leer las muestras en el
espectrofotometro de UV-Visible después de una jornada de trabajo en la que se introducen muestras
con azul de metileno, adquieren una coloracion azul poco perceptible a la vista, pero que sin embargo,
aumenta la concentracion de las muestras a la largo del tiempo. Esto puede evitarse si los laboratorios
que realizan la técnica, incluyen en sus procedimiento que las celdas de curso se dejen remojando en
solucion jabonosa libre de fosfatos por una periodo de 12 horas después de ser utilizas.

Aunque las normas de referencia relacionadas con el Estudio de Estabilidad para MR y MRC no
hacen mencion de asegurar que los candidatos a MR estén libres de contaminacion microbiologia a
lo largo del desarrollo del estudio, consideramos importante realizar un test microbiologico (con un
agar apropiado para hongos en el caso de agentes surfactantes), con la finalidad de asegurar que se
mantiene intacta su composicion, inicamente en las siguientes circunstancias:

e (Cada vez que se manipule el candidato a MR para obtener una alicuota en los diferentes
muestreos que requiere el Estudio de Estabilidad

e Cuando el MR se encuentre contenido en una matriz liquida o apropiada para la proliferacion
de microorganismos.
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XIV. GLOSARIO DE ABREVIATURAS
ng Mmicrogramos
Abs Absorbancia
C Centigrados
CENAM  Centro Nacional de Metrologia
CIITEC Centro de investigacion e Innovacion tecnologica
IPN Instituto Politécnico Nacional
L Litros
LSS Lauril sulfato de sodio
Mg Miligramos
MR Material de referencia
MRC Material de referencia certificado
QA Aseguramiento de la calidad externo o ensayo de aptitud
QC Control de calidad interno
SAAM Sustancias Activas al Azul de Metileno
SAL Sulfonato de alquil benceno lineal
SI Sistema internacional de unidades
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XV. ANEXO A

Calculos para obtener la concentracion de SAAM
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Ejemplo de calculo de concentracién de SAAM

Curva de calibracién analitica

0.6000
0.5000
0.4000
gsooo
0.2000
0.1000
0.0000

Curva de calibracion (SAAM)
prueba de homogeneidad

100 200 300

Concentracion (pg)

Absorbancia

Concentracion Abs 1 Abs 2 Abs 3 promedio
0 0,0001 0,0001 0,0000 0,0001
10 0,0362 0,0365 0,0364 0,0363
30 0,0819 0,0819 0,0815 0,0817
50 0,1274 0,1277 0,1277 0,1275
70 0,1863 0,1866 0,1866 0,1864
90 0,2296 0,2288 0,2295 0,2292
120 0,3136 0,3133 0,3136 0,3134
150 0,3972 0,3976 0,3975 0,3974
180 0,4723 0,4722 0,4720 0,4721
200 0,5253 0,5251 0,5254 0,5252
gg;f:%znngiigs Pendiente Or(:)er%aedna al

0,9996 0,00260 0,0030
ECUACION y = 0.002984 + 0.0026027 * x
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Resultados de la Muestra en unidades de absorbancia

1a. DILUCION, mL

Lecturas. Unidades de

BOTELLA Sub Absorbancia Promedio

ub- > L Concentracion Concentracion
Vo | st | wicuoma | aroo| At | a2 | s | Ypdadeede | Pt " | Vo | delsceizodn | Facode | apeandool

(ugi00OmL) | (mg/100mL) ol o

] 2:2:1::: Z ZZ ZZ: Z'z:z Z'zz; 0.2164| 82,010 0,08201 8,2010 10 82,0102

2 ’ ' ’ 02130| 80,691 0,08069 8,0691 10 80,6911

" 2:2:1:::: : :Z Z’:: z'::’? Z’:: 0,2145| 81,267 0,08127 8,1267 10 81,2674

2 ' ' ' 02169 | 82,202 0,08220 8,2202 10 82,2023

10 2:2:1:::: z ZZ Z’Z‘: 2'2?; Z’z:'j 0,2151 81,485 0,08149 8,1485 10 81,4851

2 ’ ' ’ 02215| 83,944 0,08394 8,3944 10 83,9441

. 2:2:1::: : :z Z’ZZ’ Zzzz Z’Zij 02185| 82,804 0,08280 8,2804 10 82,8042

2 ’ ' ’ 02101| 79,590 0,07959 7,9590 10 79,5896

» 2:2:1:::: 5 50 10,2185)0,2184 | 0,2181 0,2183| 82,740 0,08274 8,2740 10 82,7402

2 5 50 10.221410,2213 ] 0,2212 02213| 83,880 0,08388 8,3880 10 83,8800

o 2:2:1::: : :Z Z’z;: ZZZZ Zz;z 02123| 80,409 0,08041 8,0409 10 80,4093

2 ’ ' ’ 02254 | 85468 0,08547 8,5468 10 85,4681
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ANEXO B

Estimacion de incertidumbre
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ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE SUSTANCIAS ACTIVAS AL AZUL DE METILENO (SAAM)
PARA ESTUDIO DE ESTABILIDAD (MUESTREO 1)

1. Concentracion de la masa (mg/L) de SAAM medido del instrumento a través de la curva de Calibracion.

Y (x-B)

Para esta magnitud se consideran 3 fuentes de incertidumbre :

a) Respuesta del instrumento /4 (x )

b)EIMRC 7 wre

c) Valor del blanco g

NOTA: La sal utilizada como MRC no cuenta con certificado, debido a que este no existe en el mercado,
por lo que los calculos se realizaron utilizando las especificados del marbete, cabe mencionar que para fines
de redaccion se utilizaran las siglas MRC pero en nuestro caso en particular no es un MRC

Donde (a) se basa en la expresion de la curva de calibracion.
y=bx+bo Ec1

Para lo cual se despeja "x" que es la concentracion de la masa de SAAM
x = (y-bo) / by Ec. 2
Substituyendo en términos de concentracion de masa }/(SAAM -B) y sefial del instrumento o se obtiene.
oo (a—b,) Ec.3
X)i
(x) b1
Donde:

7/(X)i Concentracion de masa (mg/L) de SAAM, resultado de la curva de calibracion.

o Lectura observada en el instrumento, en este caso la magnitud absorbancia
Bo Ordenada al origen de la curva de calibracion
b1 Pendiente de la curva de calibracion
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CoEEnlEE Absorbancia Promedio
(ug)

0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
10.0000 0.0234 0.0234 0.0233 0.0234
30.0000 0.0720 0.0720 0.0719 0.0720
50.0000 0.1414 0.1414 0.1415 0.1414
70.0000 0.2120 0.2120 0.2119 0.2120
90.0000 0.2656 0.2656 0.2656 0.2656
120.0000 0.3648 0.3649 0.3647 0.3648
150.0000 0.4575 0.4574 0.4575 0.4575
180.0000 0.5585 0.5583 0.5582 0.5583
200.0000 0.6033 0.6033 0.6032 0.6033

Pendiente = 0.00310
Coeficiente de correlacion = 0.99949
Ordenada = -0.00925

La desviacién estandar residual de la suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas S, se calculan a
partir de las ecuaciones 4 y 5.

n
S, =Z(7—7)2 Ec.4
j=i
Donde:
7 _  Concentracion de masa de cada disolucién de referencia (MRC) empleadas en la curva de calibracion.
_ Promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones de referencias empleadas en cada uno e los puntos de
4 - la curva de calibracion.
Sxx —  Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas por la curva de calibracion.
Concentracion Concentracion Absorbancia Absorbancia (o — &)2 y— - )?
(19) Corregida Corregida 4
¥ a u
0 2.985 -0.009 0.000 0.000 7571.666
10 10.520 0.022 0.023 0.000 6317.024
30 26.193 0.084 0.072 0.000 4071.270
50 48.596 0.146 0.141 0.000 1714.285
70 71.343 0.208 0.212 0.000 348.097
90 88.639 0.270 0.266 0.000 1.852
120 120.630 0.363 0.365 0.000 938.226
150 150.515 0.456 0.457 0.000 3662.055
180 183.044 0.549 0.558 0.000 8657.150
200 197.535 0.611 0.603 0.000 11563.676
Promedio = 90 Y= 0.00044
Sxx = 44845.3
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Donde:
f‘j = Las "|" lecturas observadas correspondientes a yurc conocidas con las que se calibré el instrumento.
£24 Las "i" lecturas observadas correspondientes a yurc conocidas del instrumento en las curvas de calibracion.
S = Desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal.

S = 0.0039441

Con los datos obtenidos se determina la ecuacion de la linea recta que representa la curva de calibracidn. La incertidumbre estandar
de la concentracion de la masa del elemento quimico a medir "y" mediante la respuesta del instrumento "a" se calcula como:

_N\2
u(y)zi 1.1 o-n
Yobpon S

XX

Donde:
Uy = Incertidumbre del mensurando obtenida por el instrumento calibrado
S = Desviacioén estandar residual del calculo de regresion lineal
b1 = Pendiente de la linea recta
p = Numero de réplicas de la muestra en estudio
n — Numero de disoluciones (puntos) empleados en la curva de calibracién multiplicado por el nimero de réplicas (lecturas) de
cada disolucion (punto), total de datos (i*j)
Fooi g .
Concentracién de masa (ug) en estudio
Se recomienda que sea la muestra control cuando se realice la validacién del método
75, Promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones empleadas en la curva de calibraciéon
MRC
Sxx = Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas
U(yx) cuando y es el valor del SAAM como MRC es de: 90 ng
CONTROL
U(yx) = 0.77020605

2. Incertidumbre del material de referencia certificado MRC, se obtiene a partir del certificado.

u=0.01 99/100 = 0.99
UyMRC =Uexp /K K= 2
Uymre = 0.005
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Si se realizaron diluciones para preparar el control MRC tomar en cuenta esa incertidumbre

?MRCZJ/MRC*fdl* ..... fd,

fdn = V2/V1
dénde:

fdn = Factor de diluciéon n
V2 = Volumen de aforo
V1= Volumen de alicuota

Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente a la masa del MRC en la balanza

Linealidad de la balanza
La incertidumbre de la linealidad de la balanza es: 0.1 mg con un nivel de confianza de 95%

U= u?2= 0.05 mg

Alicuota 1010.6 mg de Lauril sulfato de sodio } solucion a

Aforo 100 mL con agua
fd1= 0.09895112
Alicuota 10 mL de solucion a } solucién b
Aforo 1000 mL Agua acidificada pH 2 con acidosulfarico
fd2= 100
Alicuota 9 mL de solucién b
Aforo 100 mL con agua fd3= 11.1111111

2a. Calculo de incertidumbre de la respetabilidad del material volumétrico 100mL (clave: MV- 385-FQ), pipeta volumétrica de 10 mL

(clave: PV-01-FQ) y 1000mL (clave: MV-100-FQ) los datos del material:

Nota: Se les asignaron claves al material volumétrico seguin la numeracién interna del laboratorio.

Matraz volumétrico de 1000mL

Urep= 0.0 Incertidumbre del analista

Ur- 0.489974 Incertidumbre de la temperatura
U= 0.23094 Incertidumbre del fabricante
UCmatraz = 2.93408E-07 Incertidumbre combinada

an uR 2 uAT 2 utOl 2
= () +(D) + (=
V. (m) (V ) (V )

n n

uV
" = 29341E-07
Vi 80
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Matraz volumétrico de 100 mL

Urep= 0.0000632 Incertidumbre del analista
Ur- 0.0485 Incertidumbre de la temperatura
U= 0.1847 Incertidumbre del fabricante
UCmatraz = 9.96663E-08 Incertidumbre combinada
an — (ui)2 _|_(UAT )2 _|_(ut0| )2
V. m OV V.
uV
L = 9.9666E-08
n
Pipeta volumétrica de 10 mL
Urep= 0.000032 Incertidumbre del analista
Ur- 0.0048 Incertidumbre de la temperatura
U= 0.0173 Incertidumbre del fabricante
UCqipetavol. = 6.4233E-06 Incertidumbre combinada

Uy 2 2
" =_/(u,/V1 u.,/V2
fd, \/( n VD (U ) 5; 6.4233E-06
den = 0.05 ﬂ
fd '

n

Entonces la estimacion de incertidumbre relativa final del MRC es estimada por:_ U;NIRC ) ufdl ) ufdn )
Ugnges Vaacsa= ) W ) +(fd)
|

Jvre 0

Ui ivgesy = ©°

3. Incertidumbre debida al valor del blanco

u, =

78 \/ﬁ
Dénde:

Sg= Desviacion estandar de las lecturas en concentracion de masa de los blancos
n = numero de lecturas del blanco
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Concentracion S u 78

Blanco 3.1798 3.044 | 3.0154 0.08783 | 0.05070994

4. Incertidumbre estandar de la concentracion de masa (mg/L) de SAAM, y(x-B) y se estima al combinar las incertidumbres de

Yoi ?MRC Y VB

2 2 2
u7(X—B) - _J(u}’(x)i ) + (u}’s ) + (U MRC)

5. Factor de correccién

U e =0.771889792

El factor de correccion indica la pérdida del mensurando por el tratamiento de la muestra o interferencias al mensurando, por lo que
se mide a través de una muestra control 6 empleando un método de adicién de MRC y se calcula empleando el siguiente modelo
matematico.

_ Vmre
Y nexp

fc

Doénde:
fc= Factor de correccion

VMre = Concentracion en masa del MRC (ug) 90.00

Vep = Promedio de las concentraciones experimentales del MRC (mg/L) 89.99

fc= 1.0000

La incertidumbre relativa del factor de correccién se realiza combinando la incertidumbre del estandar de la concentraciéon de masa
del MRC 7 wre Y la incertidumbre estandar de la concentracion de masa experimental (de n mediciones) del MRC de forma relativa
y cuadratica, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Uge _ (u}’MRc )2 _I_(U}’ew )2

TC_\ Y vre Vew

Incertidumbre de la concentracién de la masa del MRC, se obtiene a partir del certificado.

_ U vre

u7MRC K

u7MRc 0.495
Si se realizaron diluciones para preparar el control MRC tomar en cuenta esa incertidumbre

;MRC=7MRC*fd1* ..... fd,
NOTA: tomar datos de las disoluciones calculadas arriba
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Entonces la estimacion de incertidumbre relativa final del MRC es estimada por:
u u
_ JMRC |2 fd, 2 fd, \2
u}diIMRCZn/}/diIMRCZn = )" +( i )" F s ( fd )
MRC 1 n
u;diIMRCZn/}/diIMRCZn = 005
Estimacion de la incertidumbre estandar de concentracion de la masa experimental de n mediciones del MRC.
EXP CONTROL
SD,,,
Conc. (ug) Abs u =
/lexp

90.052 0.2700 \/ﬁ

89.984 0.2698 ump = 0.02708833

89.962 0.2697

promedio 89.999
SD  0.04691837
u
ul _ (UVMRC )2 +( Yexp )2
fc \ 7 vre Ve
Uy
= 0.00063185
fc
6. Estimacion de la incertidumbre estandar de la concentracion de la masa de SAAM.
uhn _ uhx—B) )2 ufd1 2 (ul 2
Van \ Y (x-B) fd, fc
u 0.05073417
Vzn -
Y
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7. Estimacion de incertidumbre estandar combinada de la concentracion de la masa (muestra) de SAAM

Nota: se recomienda que la medicion de muestras sea de al menos 6 muestras y se calcula de la siguiente manera:

Dénde:

7 snam :7/SAAMi+IB

7 saam = Concentracién de masa obtenida del modelo matematico de medicion para una muestra
ﬂ: Fuente de incertidumbre debida a la reproducibilidad obtenida a partir de la medicién de n=6

muestras.

Promedio
SD

Promedio
SD

Muestras a
4°C muestro 1
(mg/L)

72.511

72.410 ﬁ = g
n

72.788 \/7

[ = 011312
72.569

0.19592608

Ugg,

u u

Vzn — ( 7(x-8) )2 _l_(
yZn 7(><—B) 1:dl
u

Yzn

— 0.16385215

Py
C

B

Yz
Multiplicando por el factor K igual a 2

Ym = 72569 %0.328

Muestras a
20°C muestro 1
(mg/L)

71.919

SD
71.658

B="
71.903 \/ﬁ

[ = 0.08453
71.8267

0.14640174

u u u u u
o (L () (G5 + (L

Yz Y (x-B) fd, fc B
u}’

= 0.13525926

Y zn
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Multiplicando por el factor K igual a 2
Yz = 71.827 +0.271
Muestras a
40°C muestro 1
(mglL)
70.304
SD
69.979 ﬁ =
70.405 \/ﬁ
. [ = 012863
Promedio 70.2294
SD 0.22279787
u u u u u
720 7(x-B) \2 fdy 2 fcy2 BN\2
= ) +(fd1) +(T) +(—)
Vn \ Y (x-B) 1 c p
uJ/Zn —
- = 0.17936658
Y zn
Multiplicando por el factor K igual a 2
Yz = 70229 %0.359
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