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Glosario

EURACHEM: Red de organizaciones de Europa enfocadas a la trazabilidad de mediciones
quimicas.
CENAM: Centro Nacional de Metrologia de Meéxico, laboratorio nacional de

referencia en materia de mediciones.

QFB’s: Quimicos Farmacéuticos Biolégicos.
LD: Limite de Deteccidn.

LC: Limite de Cuantificacion.

A: Absorbancia.

& Coeficiente de Absortividad Molar.
l: Longitud del paso dptico.

c: Concentracidn.

Sh: Desviacion estandar del blanco.

So: Desviacion estandar.

S: Desviacion estandar de la muestra.
n: Numero de mediciones.

TR Media aritmética de las mediciones.
X: Media aritmética de las mediciones.
Ccv: Coeficiente de Variacion.

IC: Intervalo de Confianza.

B: Pendiente de la recta de calibrado.
Bo: Ordenada al origen de la recta de calibrado.
b: Sesgo.

R: Recobro.

MR: Material de Referencia

Coeficiente de determinacidn de la recta de calibrado.
K: Coeficiente de selectividad en potenciometria.
Rs: Resolucién de picos en cromatografia.

te Tiempo de retencidn.



W:

t:

MDL:

RSD:

Error Tipo 1:

Error Tipo 2:

Yyi:
YyO:
GL:
F:
nr:

SE:

Ancho de pico.

T de Student.

Limite de deteccidn del método.

Desviacion Estandar Relativa.

Probabilidad de rechazar una hipétesis nula verdadera.
Probabilidad de aceptar una hipétesis nula falsa.
Valor respuesta sin cambios en el método.
Promedio de los valores.

Grados de libertad.

F de Fisher.

Numero de repeticiones.

Estimador del efecto.

i-ésimo elemento.



Resumen

En el presente trabajo se analizaron los parametros de desempefio para la validacidon de un método
analitico usando dos guias de validacion diferentes, la guia EURACHEM utilizada por El Centro
Nacional de Metrologia (CENAM) y la guia editada por el Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bioldgicos México AC, esto nace de la necesidad de entender los conceptos
presentados por ambas para su correcta aplicacidon en una diversidad de técnicas analiticas que son
utilizadas ampliamente por los laboratorios de analisis, asociado a esto también se discute acerca
de las formas en la cuales pueden ser presentados los resultados y cuales son las mejores estrategias
para llevar a cabo la validacion total de un método. Se recopilan los distintos enfoques con los cuales
estdn disefiadas las guias y como esto afecta a quién este realizando la validaciéon de un método
analitico.

Para la comparacién de los parametros presentes en cada guia, se empataron los
pardmetros similares ambas guias y se discutieron las diferencias, los calculos sugeridos y los
calculos propuestos a partir de distintos articulos. Se concluyo que existe una necesidad de
armonizacion de las guias, particularmente dirigida a la guia editada por el Colegio de Quimicos
Farmacéuticos Bioldgicos tome en cuenta la trazabilidad de las mediciones quimicas.



Introduccion

Los métodos instrumentales de anadlisis son una poderosa herramienta muy importante para el area
de la quimica, en este periodo histérico de la humanidad gracias a la industrializacién, el analisis
guimico es un requisito indispensable para la toma de decisiones, es decir, asegurar que los
productos producidos sean seguros para su venta, que las condiciones ambientales sean aptas para
permitir el libre transito de vehiculos en una ciudad, la composicién del suelo sea adecuado para
producir cierto tipo de alimentos o la calidad del agua sea adecuada para su consumo entre otros
ejemplos, el aseguramiento de la calidad en las mediciones quimicas cobra protagonismo para la
toma de estas decisiones criticas en las sociedades actuales.

Para lograr los objetivos del analisis es necesario elegir valores de referencias en funcién de
algun requisito convenido para llevar a cabo comparaciones con las mediciones obtenidas y decidir
si el método instrumental estd cumpliendo su cometido o en cambio, si este no funciona para el
propdsito designado. Por esto se llegd a que la forma de demostrar que un método funciona es a
través de la validacion de métodos analiticos, esto es, justificar por medio de una serie de
pardmetros que un método es Util para el propdsito designado, para esto las maximas entidades
metroldgicas disefiaron guias de validacidn que permiten evaluar el método puesto a prueba con la
finalidad de acreditar que funciona para su propdsito.

En nuestro pais existen dos guias de validacidon de gran importancia, la guia EURACHEM
utilizada por el Centro Nacional de Metrologia (CENAM) y la Guia de Validacion de Métodos
Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos utilizada por los
asociados a este colegio. Ninguna guia explica la manera en la cual deben ser probados y controlados
los parametros de desempefio para las principales técnicas analiticas, sumado a ello ambas poseen
enfoques distintos y no pueden ser aplicados de manera indiscriminada a cualquier método puesto
a prueba.

En este documento se tratardn los parametros de desempenfio para la validacién total de un
método analitico comparando las guias previamente presentadas, abogando por la que mejor
responda a las necesidades de quien sea encargado de la validacién de métodos, las estrategias para
la aplicacién de los conceptos presentados en las guias a las principales técnicas analiticas y las
propuestas de calculos para la demostracion de los pardmetros de desempefio.



Marco tedrico

Métodos instrumentales de analisis

La quimica analitica ha tenido un gran rol en el desarrollo humano en los ultimos dos siglos, los
avances en esta area de la quimica han permitido el progreso en areas muy importantes como la
medicina, la electrdnica, la industria textil, la agricultura, ganaderia, etcétera. La formulacién de un
medicamento producido a partir de un compuesto quimico o la aleacidn de ciertos metales para la
conformaciéon de un circuito eléctrico siempre lleva consigo el andlisis, caracterizacién y
confirmacién de que se ha obtenido el resultado esperado.

El andlisis cuantitativo se basa principalmente en la medida de (1) reacciones quimicas; (2)
propiedades electroquimicas; (3) propiedades épticas; (4) propiedades cuanticas; (5) o propiedades
térmicas. Los métodos analiticos estan clasificados en métodos clasicos y métodos instrumentales.
Los métodos cldsicos de analisis como la gravimetria y volumetria son basados en el término de
reacciones quimicas cuantitativas. Los métodos basados en la medida de una propiedad usando un
instrumento son referidos como métodos instrumentales. Estos métodos incluyen, pero no estdn
limitados al electroanalisis, la espectroscopia, la cromatografia y la medicion de propiedades
térmicas y nucleares (Moldoveanu & David, 2017).

El analisis instrumental ha acaparado una gran atencién por la rapidez con la que los
resultados son producidos y también del considerable ingenio detras para aprovechar las
caracteristicas inherentes a las moléculas o atomos que componen los objetos de analisis. Los
instrumentos son usualmente conectados a una computadora la cual actia como un procesador de
la informacién recibida desde el instrumento; en muchos casos las mediciones estdn totalmente
automatizadas, desde la introduccion de la muestra hasta el procesamiento de los datos (Shah et
al., 2020).

Determinacion de Concentracién de un analito
Principalmente, existen tres formas para determinar la concentracién de un analito:

1. Titulacién
Técnica analitica que se basa en la determinaciéon de una sustancia en solucidén con un
titulante de concentracién conocida, el punto final se determina de manera instrumental, o
visualmente, con la finalidad de determinar la concentracién o cantidad de una sustancia
en la muestra.

2. Curva de Calibracién
Forma de determinacién cuyo principio se basa en la construccion de estandares de
concentracién conocida, donde la respuesta analitica de cada uno de ellos se utiliza para
modelar una ecuacion de linea recta, la concentracion desconocida de una muestra se
obtiene al realizar una interpolacién en dicha ecuacién.



2.1 Curva de Calibracién con Adicidn Patrdn (estandar interno)
Es una forma de determinacion similar a la curva de calibracién con la salvedad
gue los estandares se adicionan junto a una sustancia que posee caracteristicas
similares al analito y de concentracidn conocida, la modelaciéon de la linea recta
estard compuesta por la respuesta analitica y el cociente de la concentracién de
analito entre la concentracion del patrén.
3. Curva de Calibracién con Adiciones de estandar
Forma de determinacidn donde al objeto de andlisis se le adiciona intencionalmente
cantidades conocidas de analito, al realizar la curva de calibracion se extrapola hasta la
ordenada al origen de la curva, el valor resultante es el valor negativo de la concentracién
desconocida del analito.

Cada una de las formas de determinacién de analito se utiliza en funcidn de la técnica
analitica a emplear o naturaleza del objeto de andlisis. El conjunto de los factores presentes antes,
durante y después del proceso de medicién definira cual es el mejor método de determinacién que
serd utilizado.

Técnicas Analiticas

Conductimetria

Esta técnica monitorea la conductividad de una disolucion (el reciproco de la resistencia). La
propiedad medida, la conductancia, varia de acuerdo el nimero, el tamafio y la carga de los iones
totales disueltos, también de las caracteristicas del disolvente y de los fendmenos de transporte que
sufren los iones en él (Volmer et al., 2017). Esta técnica es comunmente utilizada en el monitoreo
de titulaciones, ya sean acido-base, precipitacion y formacion de complejos. La forma de determinar
cuando una titulacién ha llegado a un punto de equivalencia es a través del principio donde la
sustitucidn de un ion por otro, con caracteristicas distintas, sigue una tendencia lineal con un cambio
de pendiente en los valores de conductividad. La técnica es ampliamente utilizada en el monitoreo
de titulaciones acido-base (Ashour & Khateeb, 2013).

Potenciometria

La potenciometria, como su nombre describe, es una técnica que mide el potencial de un sistema
electroquimico en equilibrio para determinar la actividad de algunas sustancias en disolucidn, sin un
paso de corriente apreciable. El sistema que comiUnmente compone un potenciometro consta de
dos electrodos, un electrodo de referencia de potencial conocido y un electrodo indicador en el cual
se mide la actividad directa o indirectamente de las especies presentes y a través del voltaje se
proporciona informacién de la composicién de la disolucién. Dentro de los electrodos indicadores
existen distintos tipos, cada uno con una aplicacién diferente, entre los que destacan los electrodos
indicadores metalicos y los selectivos a iones. Los electrones metdlicos son capaces de medir
concentraciones de cationes metalicos de los que estan hechos (primer orden), aniones con los

4



cuales formen precipitados con baja solubilidad (segundo orden) y el potencial impuesto por los
pares redox presentes en la disolucidn (indicadores redox), mientras que los electrones selectivos,
funcionan midiendo directamente la concentracidn de iones selectivamente frente a otros a través
de un potencial eléctrico impuesto tanto por la concentracién de analito como de la concentracion
dentro del electrodo. Esta técnica en particular se caracteriza por su portabilidad, bajo consumo de
energia y bajo coste, que son caracteristicas atractivas en lo que respecta a las aplicaciones practicas
(Bobacka et al., 2008).

Voltamperometria

La voltamperometria es una técnica analitica electroquimica cominmente empleada para investigar
los procesos oxido reduccién de especies moleculares y atdmicas a través de una celda
electroquimica. El sistema consta de un potenciostato, 3 electrodos (referencia, de trabajo y
contraelectrodo) y una disolucién donde se llevara a cabo los procesos de oxidacidén y reduccion, la
disolucién entonces debera contener, el disolvente designado para el analisis, un electrolito soporte
gue permita la migracion de electrones hacia los electrodos y el analito (Elgrishi et al., 2018). La
informacidn obtenida de este método es la corriente medida en funcion del potencial aplicado, asi
se puede cualificar la presencia de una especie o la cantidad de analito presente a través del
potencial oxido-reduccién, caracteristico de cada especie. Para determinar la concentracion de
analito, comunmente se lleva a cabo una curva de calibracion con cantidades conocidas de analito
midiendo la corriente producida en funcién de la concentracién de analito, pero dependiendo de la
matriz de cada analito es comun realizar curvas de calibracion con adiciones de estandar en el caso
de matrices complejas (Wawrzyniak et al., 2005).

Cromatografia

Las técnicas cromatograficas son una familia de técnicas cuyo principio se basa en la separacién
fisica de componentes de una mezcla a través de dos fases, una de estas fases en la forma de un
solido poroso, un liquido, una capa o filme, lo que cominmente se le conoce como fase estacionaria,
mientras la otra fase es un fluido que permea toda la fase estacionaria. La separacién ocurre por los
multiples eventos que sufren los componentes de la mezcla de adsorcién y desorcidn entre la fase
estacionaria, la migraciéon de la fase movil y las interacciones que tengan cada uno de los
componentes de la mezcla (Chromatography, 1997). De acuerdo con la fase movil (gas, liquido y
fluido supercritico), la fase estacionaria (sélido, liquido y micelas) y el mecanismo de separacidn
existen muchas formas de separacién; aunado a ello la variedad de detectores que existen disefiados
para monitorear la separacion de todos los componentes, como la espectrometria de masas por ser
el mas universal o sélo la presencia de alguno de ellos, como el arreglo de diodos para componentes
con una absorcion de alguna longitud de onda en particular, la ubican como una de las técnicas mas
utilizadas debido a su versatilidad.

Espectroscopia Ultravioleta Visible

La espectroscopia ultravioleta visible es una técnica simple, rapida y de muy bajo costo usada
rutinariamente en quimica analitica para el analisis cuantitativo de diferentes analitos en disolucion,



como iones metalicos, compuesto orgdnicos altamente conjugados y macromoléculas bioldgicas
(Kokosa, 2019). Su principio se basa en la interaccion de los iones o moléculas con la radiacidn
electromagnética producidas por una ldmpara. Estas especies absorben la radiacidon lo que se
traduce en un cambio energético de menor energia hacia uno de mayor energia a nivel de los
electrones, donde algunos de ellos pasan de un orbital ocupado hacia un desocupado cuando la
energia de los fotones iguala a la diferencia de energia entre los dos orbitales. La medicidén para
realizar es la cantidad de radiacidén que pasa en ausencia del analito en comparacién con la cantidad
de radiacidn en presencia del analito a cierto nivel de concentracion, a esta relacion se le conoce
como la ley de Lambert-Beer (ec. 1) donde la absorbancia estd en funcién del paso dptico, la
concentracién del cromadforo y al coeficiente de absortividad del croméforo (Edwards & Alexander,
2016), por consiguiente, la forma comun de determinar concentraciones es a través de curvas de
calibracion.

A=¢lc
Ecuacion 1. Relacién de Lambert-beer
Espectroscopia de Absorcion atémica

La absorcién atdmica como comuinmente se le llama, es una técnica empleada para determinar
cuantitativamente la cantidad de metales a nivel de trazas en una disolucidn, volatilizando y
atomizando por medio de una flama o un horno de grafito y posteriormente midiendo el espectro
producido cuando la muestra es excitada por medio de radiacién electromagnética proveniente de
una lampara del elemento de interés. Los atomos presentes en la muestra, iguales a los de la
l[dmpara que produce la radiacion (aunque ocasionalmente puede haber interferencias con otros
elementos), absorben la radiacidon lo cual provoca transiciones energéticas de sus electrones a
orbitales mas externos desocupados de mayor energia (Garcia & Baez, 2012). Por lo tanto, los
detectores miden las intensidades de una o varias longitudes de onda de la radiacién que atraviesa
la muestra y la compara con la intensidad de la radiacidn originaria que no pasa a través de la
muestra. El calculo de la concentracion obedece la misma relaciéon de Lambert-beer utilizada en la
espectroscopia Ultravioleta-Visible (ec. 1)

Espectroscopia de Emision atémica. ICP-Optico

Esta técnica es un analogo a la absorcién atémica, el procesamiento de muestra sigue los mismos
pasos (volatilizacion y atomizacidn), con la salvedad de que su método de deteccidn se establece en
la transicién de los electrones de un nivel de mayor a uno de menor energia, la desexcitacion de los
electrones produce radiacidn electromagnética con caracteristicas muy especificas para cada dtomo
(Ward, 1984) , para dar lugar a este proceso en vez de utilizar una flama o un horno de grafito, se
utiliza un plasma de argdn con temperaturas que rondan los 10,000 grados kelvin. Este plasma se
genera colisionando electrones con atomos de argdn por medio de un campo magnético y una
radiofrecuencia se controla su produccién (Cubadda, 2007). A estas temperaturas los procesos de
ionizacion de los atomos producen lineas espectrales especificas para cada uno de ellos, no es
necesario el uso de una lampara para cada metal, en cambio se utiliza un sistema dptico que registra
todas las lineas espectrales de &tomos presentes en la muestra.



ICP-Masas

De manera similar al ICP-Optico, la técnica de ICP-Masas comparten el principio de ionizacién de
atomos a altas temperaturas, pero en esta modalidad, una porcién del plasma se hacer pasar por
dos conos, cuyo propdsito es el de filtrar y dejar pasar a todos los iones y no a los compuestos que
se forman, asi como a los atomos de carga neutra. Una vez filtrados se guian a un espectrémetro de
masas donde ocurre la separacion y cuantificacidon de ellos con relacién a su masa/carga (Ward,
1984)

Trazabilidad quimica

La trazabilidad es una propiedad de los resultados de una medicién o de los valores de un estandar
gue permite relacionarlo con referencias declaradas, normalmente estdndares nacionales o
internacionales, a través de una cadena de comparaciones sin interrupcidn, todas ellas con
incertidumbres declaradas (VIM, 2012), es decir, para que los resultados de medidas sean
significativos y comparables, es inherente la comparacion de un valor desconocido con un estandar
establecido y trazable (por ejemplo, un estandar de masa o una substancia quimica pura), la cual
actua como un nexo entre el valor desconocido y el valor patrén nacional o internacional.

El propésito de las mediciones es el de la toma de decisiones y la incertidumbre de cada una
es el riesgo asociado a tomar una decision incorrecta. Hoy en dia un requisito necesario para obtener
la comparacion de los resultados obtenidos para la toma de decisiones es la trazabilidad
metroldgica, como en la ciencia, la sociedad y el comercio multiples comparaciones de resultados
son realizadas diariamente, se requieren de conceptos y definiciones convenidas y aceptadas.
Considerando que muchos de los resultados obtenidos se realizan en distintos lugares, en distintas
épocas, por diferentes personas vy a lo largo del tiempo, la forma de asegurar que estas mediciones
cumplen con los requisitos minimos necesarios para conseguir mediciones Utiles es proveerlas de
trazabilidad (De Bievre & Giinzler, 2005).

Para obtener trazabilidad en las mediciones se debe estudiar a fondo los siguientes
supuestos cuando se lleve a cabo un determinado método analitico o procedimiento operativo
estandar; (1) Entender las ecuaciones a utilizar para calcular los resultados analiticos, la trazabilidad
de todos los pardmetros que aparezcan en dicha ecuacion deben ser tomados en cuenta; (2)
Identificar que reactivos y equipo van a ser utilizados; (3) Identificar las condiciones experimentales
del procedimiento analitico; (4) Obtener los estandares de referencia y medirlos, al igual que los
valores desconocidos de las muestras que seran medidas por el método (De Bievre & Glinzler, 2005).
Es importante sefialar que el simple uso de estandares de referencia para realizar las comparativas
no basta para conceder de trazabilidad a las mediciones, es indispensable demostrar que la
medicion se obtiene consistentemente por medio del control de calidad y la validacién de cada uno
de los supuestos.



Validacion de métodos analiticos

La validacion de los métodos analiticos segin La Guia “La Adecuacién al Uso de los Métodos
Analiticos” de la Eurachem es un requisito indispensable en la practica de los analisis quimicos. De
ella se desprende que “El laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracién, incluidos
los de muestreo, que satisfagan las necesidades del cliente y que sean apropiados para los ensayos
o las calibraciones que realiza.” (Ornemark, 2016) y ademas: “Cuando el cliente no especifique el
método a utilizar, el laboratorio debe seleccionar los métodos apropiados...”, otra guia de validacién
importante cuyo uso es vigente, aunque no actualizado, la Guia de Validacién de Métodos Analiticos
hecha por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México, plantea el enfoque de
que: “en el proceso de fabricacién de un medicamento es necesario determinar los atributos de
identidad, pureza, concentracién, potencia, inocuidad y disponibilidad para cumplir con aspectos
normativos oficiales e internos”, por lo que si un método analitico, el cual mide cada una de estas
cualidades, no es confiable se corre el riesgo de afectar al usuario final, y desde el contexto de
desarrollo de farmacos se explica que la validacidon de métodos analiticos es un sistema involucrado
en los procesos de fabricacion en el area de calidad de la empresa, cuyo objetivo final es la liberaciéon
o no liberacidn de un producto sobre la base de las especificaciones previamente establecidas, cuya
decisidn final reside en los resultados y veracidad de estos. Por lo tanto, la validacién le proporciona,
a quien aplica la metodologia, una seguridad de la confiabilidad de dichos métodos y puede tomar
la decision final con certeza (Garcia et al., 2002). Aunque ambas guias tengan enfoques distintos,
estas comparten que las medidas analiticas deben ser hechas para satisfacer un requisito convenido
entre una empresa, operario o analista con un cliente ya sea, industria, gobierno o académico cuyos
resultados permitan satisfacer un propdsito determinado y/o tomar una decisién con la maxima
certidumbre de éstos (Thompson et al., 2002).

Si bien aparecen de manera implicita en ambas guias, existen eslabones que nos permiten juzgar
si una medicidn o analisis se esta efectuando de manera objetiva:

* Las medidas analiticas hechas en un lugar deben ser consistentes con las efectuadas en otra
parte del mundo.

* Quienes hacen medidas analiticas deben tener controles de calidad bien definidos y
procedimientos de garantia de calidad.

* Las medidas analiticas se deben efectuar utilizando equipos y métodos que han sido
probados para asegurar que funciona para su propésito.

* Las mediciones deben ser realizadas por personal capacitado y competente que demuestre
que puede realizar el analisis correctamente.

De acuerdo con la norma ISO 17025 la validacidn de métodos es la confirmacion mediante
examen y la aportacion de pruebas objetivas de que se cumplen los requisitos particulares para el
uso especifico previsto (Gaslje, 2010). De este modo se engloba los eslabones previamente
mencionados y por lo tanto es necesario llevar a efecto la presentacién del cumplimiento de los
requisitos. Estos requisitos se traducen en parametros de validacion, que representan los requisitos
minimos necesarios para que se compruebe con la mayor veracidad de que un método es adecuado,
confiable y lo suficientemente preciso para el propdsito designado.

Actualmente existen muchas guias de validacién de métodos, de las mas importantes resaltan
la guia de la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA por sus siglas en ingles), el Consejo
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Internacional de Armonizacién (ICH por sus siglas en ingles), la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP), la Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO), la Asociacién de Quimicos Analiticos
(AOAC), y para mayor interés de nuestro pais, La Adecuacién al Uso de los Métodos Analiticos por
la EURACHEM utilizada por el maximo laboratorio de referencias a nivel nacional, el Centro Nacional
de Metrologia (CENAM), y la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada por el Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México. Todas ellas comparten que los pardmetros
minimos necesarios para la validacidn de un método de andlisis quimico son:

* Especificidad/ Selectividad
* Linealidad

* Rango

* Limite de Deteccion

* Limite de Cuantificacidn

* Veracidad

* Precisidon o Repetibilidad o Precisidon Intermedia o Reproducibilidad

* Robustez
¢ Sensibilidad
¢ Tolerancia

Cada una de las guias posee sus propias definiciones y criterios de aceptacion, no siendo claras
las necesidades del analista y el tipo de analisis instrumental que serd puesto a prueba. Por esta
razon, primeramente, se tiene que examinar cudl es el propdsito del método o el resultado que se
busque. Después se tiene que determinar la naturaleza del analito, la cantidad de analito, la matriz
donde se encuentra inmerso y las posibles interferencias presentes. Finalmente se debe proponer
un método, ya sea utilizando un método normalizado que con la demostracidn de pocos parametros
de validacion se mostrara que funciona para el propdsito; un método validado, pero no disefiado
para el propdsito donde con mas parametros de validacidon se demostrara que funciona para el
propdsito, o desarrollar un nuevo método en donde todos los pardmetros serdn puestos a prueba
con el objetivo de obtener un método adecuado para el propdsito. Dependiendo el método a utilizar
la demostracién de los pardmetros de validacion fungirdn como la evidencia objetiva de que el
método funciona bajo las condiciones del laboratorio donde se estd llevando a cabo.

Actualmente se consideran 5 tipos de validacion y con base a ello los pardmetros que deben ser
puesto a prueba:

* Uso de Método Normalizado: Pocos parametros de desempefio como certeza y precisiéon

* Uso de Método Normalizado, pero con diferente matriz: Selectividad, Certeza, Precision,
limite de deteccién

* Establecido, pero no probado: la mayoria de los parametros
* De la bibliografia sin referencia a pardmetros de desempefio: la mayoria de los parametros

* Meétodo desde cero: todos los parametros



Sumado a esto, es logico decidir el esquema de pardmetros que seran validados de acuerdo con
el propdsito del método, es decir, dependiendo el tipo de resultado que se busque, no sera
necesario evaluar todos los parametros de desempefio. Se consideran comunmente cuatro
categorias en las cuales se pueden agrupar los fines de la aplicacion de los métodos analiticos (USPC
Official, 2008);

* Categorial: Procedimientos analiticos para cuantificar un compuesto mayoritario
* Categoriall:  Procedimientos analiticos para cuantificar impurezas
* Categorialll: Procedimientos analiticos para determinar caracteristicas fisicoquimicas

* CategorialV: Procedimientos analiticos para realizar test de identificacién

Parametros Categorial Categoria Categoria Categoria lll Categoria IV
de Il Il
desempeiio (Cuantitativo) (impurezas
limite)
Selectividad Si Si No (pero No Si
puede ser
requerido)
Veracidad Si Si Si No No
Linealidad Si Si No No No
Precision Si Si No Si No
Limite Si Si No No No
de
cuantificacion
Limite de No Si Si No No
deteccion
Robustez Si Si Si Si Si

Tabla 1. Pardmetros de desempeiio a evaluar dependiendo el tipo de categoria del método analitico
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Objetivos

General

Realizar una comparativa de las guias de validacién “La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos:
Una Guia de Laboratorio para Validacion de Métodos y Temas Relacionados” de EURACHEM
(traducida por el CENAM) y la “Guia de Validacién de Métodos Analiticos” editada por el Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México.

Particulares
Analizar los diferentes pardmetros de desempefio en el contexto de sus definiciones en ambas guias.

Proporcionar informacion de utilidad para la implementacién de dichas definiciones en el ambito de
su aplicacidn por los laboratorios de prueba a lo largo de diferentes técnicas analiticas.

Resultados

Los resultados seran separados por dos columnas, cada una representando las guias que
serdn analizadas, en las cuales se comparan las definiciones, los métodos de determinacion, es decir
el cdlculo o serie de cdlculos que hay que realizar sobre los datos crudos obtenidos, y los criterios
de aceptacion que deben tener los resultados del analisis previamente realizado para decidir si estos
cumplen con su cometido.

Algunos parametros se agruparon y compararon debido a la similitud en las definiciones que
presentaban:

1. Parametro de Veracidad De la Guia EURACHEM equivalente al Pardmetro de Exactitud
en la Guia de Quimicos Farmacéuticos Bioldgicos

2. Parametro de Intervalo de trabajo de la guia EURACHEM equivalente al Parametro de
Linealidad de la Guia de Quimicos Farmacéuticos Biolégicos
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Parametros
desempeiio

Selectividad
(Especificidad

de

para el caso de la

guia QFB’S)

Definicion

Método
Determinacion

Criterios
Aceptacion

de

Documento (1)

La Adecuacién al Uso de los
Métodos Analiticos Una Guia de
Laboratorio para Validacion de
Métodos y Temas Relacionados

2016

Es el grado en el que un método
puede ser utilizado para determinar
analitos particulares en mezclas o
matrices sin interferencias de otros
componentes de comportamiento
similar

e Analice muestras de
ensayo y Materiales de
Referencia por el método
candidato y otros métodos
independientes.

e Analice muestras de
ensayo conteniendo varias
interferencias sospechadas
en la presencia de los
analitos de interés

de Si la deteccidon o cuantificacidén es

inhibida por las interferencias, serd
necesario continuar con el
desarrollo del método.

12

Documento (2)

Guia de Validacion de Métodos
Analiticos editada por el Colegio
Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos México
AC 2002

Capacidad de un método analitico
para obtener una respuesta debida
Unicamente al analito de interés y no
a otros componentes de la muestra.

e Se deben establecer las
posibles sustancias
interferentes, y adicionar
cantidades conocidas de
éstas, solas o combinadas a
la muestra y evaluar su
respuesta al método, bajo las
mismas condiciones de
analisis.

e Se deben seleccionar
sustancias que
potencialmente interfieran
en la determinacidn con base
en la estructura molecular
del analito, precursores,
sustancias relacionadas, vias
degradativas, entre otros.

La respuesta del método Unicamente
debe ser debida al analito.



Limite de
Deteccion
Definicion
Método de

determinacion

Calculo

Documento (1)

Es la concentracion mas baja del
analito que puede ser detectada
por el método a un nivel de
confianza especificado

e Realizar 10 medidas
replicadas de muestras
blanco, es decir matrices
gue no contengan
cantidades detectables
del analito.

e Realizar 10 medidas
replicadas de la muestra
de ensayo con una baja
concentracién del analito.

LD =3xS,
So
Sh=—
°Vn

Cuando no hay correcciones por
blanco

Cuando hay correcciones de
blanco
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Documento (2)

Concentracion minima del analito en una
muestra, que puede ser detectada, pero
no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de operacidn establecidas.

e Un analista debe determinar la
respuesta de muestras blanco
(reactivos, placebos analiticos,
etc., segln proceda)y la
respuesta de muestras analiticas
(analito, placebos adicionados,
segln proceda) en un intervalo
de concentraciones del analito
gue incluya la especificacién de
la prueba de impurezas limite

e Determinar aquella cantidad del
analito que genere una
respuesta con respecto a la
muestra blanco en una
proporcién de por lo menos de 3
a 1, lo que corresponde a la
concentracién asociada al limite
de deteccidn

e Un analista debe hacer una curva
de calibracion sin incluir el
blanco y calcular el valor de la
pendiente, el coeficiente de
determinaciény el intervalo de
confianza de la pendiente

3.3xSh
D= — _

B



Criterios de
aceptacion

Limite de
cuantificacion

Definicion

Método de
determinacion

Donde: n = es el nimero de
réplicas de observacién
promediadas cuando se informan
resultados donde cada réplica es
obtenida siguiendo enteramente
el procedimiento de medicidn.

nb = es el ndmero de
observaciones de blanco
promediadas cuando se calcula la
correccion del blanco de acuerdo
con el procedimiento de
medicion.

e Laestimacién del Limite
de Deteccidn obtenida
durante la validacién
deberia ser tomada como
un valor indicativo.

e Esto sera suficiente si se
necesita una estimacion
del Limite de Deteccién
simplemente para
demostrar que las
concentraciones de las
muestras se encontraran
muy por encima de esté.

Documento (1)

Es el minimo nivel de analito que
puede ser determinado con
desempeiio aceptable.

e Realizar 10 medidas
replicadas de muestras
blanco, es decir matrices
gue no contengan
cantidades detectables
del analito.
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El Limite de Deteccidon debe ser menor a

la especificacion de Ia

prueba de

impurezas limite.

Documento (2)

Concentracion minima del analito, que
puede ser determinada con precisidn y

exactitud

aceptables, bajo las

condiciones de operacidn establecidas.

Un analista debe preparar por lo
menos 3 concentraciones de la
sustancia de interés (analito,
placebos adicionados, etc.,
segun proceda) a valores
menores o que incluya la
especificacién de contenido y/o
valoracién de la prueba de
impurezas, ya sea por dilucidn o



Calculo

Criterios
aceptacion

de

Donde; El valor del multiplicador
kg usualmente es 10, pero se usan
comunmente otros valores como 5
(basado en criterios de

o 6

Realizar 10 medidas
replicadas de la muestra
de ensayo con una baja
concentracion del analito

LC = kq x Sb'

“adecuacion al uso”).

La estimacidn del limite
de cuantificacién
obtenida durante la
validacién deberia ser
tomada como un valor
indicativo.

Esto sera suficiente si se
necesita una estimacion
de Limite de
Cuantificacién
simplemente para
demostrar que las
concentraciones de las
muestras se encontrardn
muy por encima del
Limite de Cuantificacién.
En casos donde se espere
qgue las muestras de
laboratorio contengan
concentraciones bajas del
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El

por pesada independiente del
analito.

Simultdneamente, preparar por
lo menos 5 blancos (reactivos,
placebos, etc., segln proceda).
Medir las respuestas analiticas.
Calcular el valor de la pendiente
(b), el coeficiente de
determinacion (r?) y el intervalo
de confianza para la pendiente.
Para los blancos, calcular la
desviacion estandar de los
blancos

- 10 x Sb
B

Limite de Cuantificacion debe ser

menor a la especificacién del contenido la
valoracion de la prueba de impurezas



Repetibilidad

Definicion

Método de
Determinacion

analito, el Limite de

Cuantificacion debera ser

monitoreado
regularmente.

Documento (1)

Es una medida de la
variabilidad en los resultados
cuando una medicidn se lleva
a cabo por un solo analista
utilizando el mismo equipo en
un corto plazo de tiempo.

e Medir materiales de
referencia, muestras
excedentes de ensayo
o blancos de muestra
adicionados a diversas
concentraciones en
todo el intervalo de
trabajo.

e Realizar de 6-15
réplicas para cada
material. Con el mismo
equipo y analista,
mismo laboratorio,
corto plazo de tiempo.

16

Documento (2)

Precisién de un método analitico, expresada
como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas
por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método.

e Un analista debe preparar el placebo
analitico con el tipo de componentes
gue generalmente estdn presentes en
la muestra. A la cantidad de placebo
analitico equivalente a una muestra
analitica por sextuplicado, adicionarle
la cantidad de analito (puede ser una
sustancia de referencia secundaria)
correspondiente al 100% de éste en la
muestra.

e Los placebos adicionados deben ser
analizados por un mismo analista bajo
las mismas condiciones, utilizando
como referencia, la sustancia
empleada en la adicién al placebo
analitico.

e Determinar la cantidad recuperada
del analito.



Calculo e Determinarla o
desviacidn estandar (s)
de los resultados para
cada material.

Calcular el promedio aritmético (u), la
desviacidn estandar (s), el coeficiente
de variaciéon (CV) y el intervalo de
confianza para la media poblacional
del porcentaje de recobro.

Criterios de El Intervalo de Confianza(u) debe incluir el
aceptacion 100% o que el promedio aritmético

del % de recobro se incluya en el intervalo:

98 - 102% si el método es
cromatografico,

98 - 102% si el método es
volumétrico.

97 - 103% si el método es quimico o
espectrofotométrico,

95 - 105% si el método es
microbioldgico

El Coeficiente de Variacién del porcentaje de
recobro:
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no debe ser mayor de 2% si el
método es cromatografico.

no mayor de 2% si el método es
volumeétrico,

no mayor de 3% si es quimico o
espectrofotométrico,

no mayor del 5% si es microbiolégico,
no mayor a una magnitud
preestablecida, acorde a la
especificacion del analito en la
muestra.



Precision
Intermedia

Definicion

Método de
Determinacion

Calculo

Documento (1)

Estimacién de la variacién en
los resultados cuando las
mediciones se realizan en un
solo laboratorio, pero en
condiciones que son mas
variables que las condiciones
de repetibilidad.

e Medir materiales de
referencia (MR),
muestras excedentes
de ensayo o blancos de
muestra adicionados a
diversas
concentraciones en
todo el intervalo de
trabajo.

e Medir de 6-15 réplicas
para cada material por
analistas y equipos
diferentes, mismo
laboratorio, plazo
prolongado de tiempo.

e Determinarla
desviacidn estandar (s)
de los resultados para
cada material.

e (Calcular la desviaciéon
estandar de
repetibilidad de los
resultados de ANOVA
para cada material.
Calcular la desviacion
estandar entre grupos
de los resultados de
ANOVA y combinarla
con la desviacién
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Documento (2)

Precisién de un método analitico, expresada
como la concordancia relativa obtenida
entre determinaciones independientes
realizadas en un mismo laboratorio, por
diferentes analistas, en distintos dias.

e Analizar por triplicado una muestra
homogénea del producto que tenga
un nivel cercano o igual al 100 % (en
el caso de contenido, potencial
valoracién) o una muestra
homogénea cuyo contenido esté
incluido en el intervalo lineal de
concentracién de linealidad de
método (para el caso de impurezas),
en dos dias diferentes y por dos
analistas diferentes.

e Utilizar de preferencia la misma
sustancia de referencia y los mismos
instrumentos y/o equipos.

e Reportar el contenido, potencia o
valoracién del analito de todas las
muestras.

e Calcular la media aritmética (p),
desviacidn estandar (s) y coeficiente
de variacion (CV) del contenido,
potencia, valoracidon, empleando
todos los resultados obtenidos



Criterios de
aceptacion

Veracidad
(Exactitud para
el caso de Ia
guia QFB’s)

Definicion

Método de
Determinacion

estandar de
repetibilidad para cada
material.

Documento (1)

Expresiéon de la proximidad de la
media de un numero infinito de
resultados (producidos con el
método) a un valor de referencia. Esta
evaluacion se expresa
cuantitativamente en términos de
'sesgo’.

e Medir 10 veces un Material
de Referencia utilizando el
método candidato.

e Medir 10 veces blancos de
matriz o muestras de ensayo
no adicionadas y 10 veces
adicionadas con el analito de
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Coeficiente de Variacién <=
2% para métodos
cromatograficos y
volumétricos.

Coeficiente de Variacién <= 3%
para métodos quimicos o
espectrofotométricos.
Coeficiente de Variacién <= 5%
para métodos bioldgicos

Documento (2)

Concordancia entre un valor
obtenido empleando el método y el
valor de referencia.

e Un analista debe preparar el
placebo analitico con el tipo
de componentes que
generalmente estan
presentes en la muestra.



Calculo

interés en un intervalo de
concentraciones.

Medir 10 veces el Material de
Referencia o la muestra de
ensayo utilizando el método
candidato y el método
alternativo.

Comparar el valor medio, con
el valor de referencia para el
MR. Calcular el sesgo, b, el
sesgo relativo en porcentaje,
b (%) o la recuperacion
relativa en porcentaje
(recuperacién aparente).

b=f—xref

X —X
b(%) = ——" % 100
xref
R(%) = —— x 100
xref

Comparar la diferencia entre
el valor medio de adiciones y
el valor medio, con la
concentracién afiadida x
adicion. Calcular la
recuperacion relativa de
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A la cantidad de placebo
analitico equivalente a una
muestra analitica por
sextuplicado, adicionarle la
cantidad de analito (puede
ser una sustancia de
referencia secundaria)
correspondiente al 100% de
éste en la muestra.

Los placebos adicionados
deben ser analizados por un
mismo analista bajo las
mismas condiciones,
utilizando como referencia,
la sustancia empleada en la
adicién al placebo analitico.
Determinar la cantidad
recuperada del analito.

Calcular el porcentaje de
recobro de cada placebo
analitico o muestra
adicionada, al obtener el
cociente de la 'cantidad
recuperada respecto de la
cantidad adicionada
expresada en porcentaje.
Calcular el promedio
aritmético (u), la desviacion
estandar (s), el coeficiente
de variacion (CV) y el
intervalo de confianza para
la media poblacional del
porcentaje de recobro.



Criterios
aceptacion

adiciones R’ (%) a las

diferentes concentraciones:
~F

x
R'(%) =

X
X 100
Xad

e Medir el MR/muestra de
ensayo utilizando el método
candidato y el método
alternativo

bzf—xref

X—Xx
b(%) = ——" % 100

Xref

R(%) = x 100

xref

de  Para la mayoria de los propésitos, la

aceptabilidad del sesgo deberia
decidirse sobre la base del sesgo
general medido en relacién con
Material de Referencia, materiales
adicionados o métodos de referencia
apropiados, tomando en cuenta la
precision del método y cualquier
incertidumbre de los valores de
referencia, y la exactitud requerida
para el uso final.
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El Intervalo de Confianza (1) debe
incluir el 100% o que el promedio
aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo:

e 98-102% si el método es
cromatografico,

e 98-102% si el método es
volumétrico.

e 97-103% si el método es
quimico o
espectrofotométrico,

e 95-105% si el método es
microbioldgico,

El Coeficiente de Variacion del
porcentaje de recobro:

e no debe ser mayor de 2% si
el método es
cromatografico.

e no mayor de 2% si el
método es volumétrico,



Intervalo de
trabajo e
intervalo de
trabajo lineal
(linealidad  del

sistema en caso
de la guia QFB’s)

Definicion

Métodos de
Determinacion

Documento (1)

Es el intervalo en el cual el método
proporciona resultados con una
incertidumbre  aceptable. El
extremo inferior del intervalo de
trabajo esta determinado por el
limite de cuantificacion. El
extremo superior del intervalo de
trabajo estd definido por las
concentraciones a las cuales se
observan anomalias significativas
en la sensibilidad analitica.

e Medir un blanco mas
patrones de calibracion, a
6-10 concentraciones
espaciadas
uniformemente en el
rango de interés.

e Medir un blanco mas
patrones de calibracion,
2-3 veces a 6-10
concentraciones
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e no mayor de 3% si es
guimico o
espectrofotométrico,

e no mayor del 5% si es
microbioldgico,

® no mayor a una magnitud
preestablecida, acorde a la
especificaciéon del analito en
la muestra.

Documento (2)

Concentraciones incluidas entre la
concentracién superior e inferior del
analito (incluyendo estas), para las
cuales se ha demostrado que el
método analitico es preciso, exacto y
lineal.

Linealidad del sistema

e Un analista debe preparar por
lo menos por triplicado 5
niveles de concentracion
(intervalo) de la solucién de
referencia ya sea por dilucidn
(a partir de una misma
solucién concentrada) o por
pesadas independientes



espaciadas
uniformemente en el
rango lineal.

Calibrar el instrumento de
acuerdo con el
procedimiento de
calibracion propuesto.
Medir, de acuerdo con el
método documentado, un
blanco mas material de
referencia o blancos de
muestra adicionados 2-3
veces a 6-10
concentraciones
espaciadas
uniformemente en el
rango de interés.
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(cuando no sea posible
prepararlas por dilucidn).

La concentracion central debe
ser igual a la que se prepara la
solucion de referencia en el
método o en ciertos casos, la
concentracidn que represente
el 100% en la muestra
procesada para su medicion.
El intervalo debe incluir la
especificacion para el caso de
aquellos métodos utilizados
para contenido, potencia o
valoracion.

Medir la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones
de medicién, reportarla
relacién concentracion vs
respuesta analitica.

El intervalo esta en funcion del
propésito del método, y por lo
general se expresa cdmo % de
la concentracion de la solucidn
de referencia o en funcién del
contenido del analito en la
muestra procesada para su
medicion.

Linealidad del método

Un analista debe preparar el
placebo analitico con el tipo
de componentes que
generalmente estan presentes
en la muestra.

A la cantidad de placebo
analitico equivalente a una
muestra analitica por
triplicado, adicionarle la
cantidad de analito (puede ser
una sustancia de referencia
secundaria) correspondiente
al 100% de éste en la muestra.



Calculo

Graficar la respuesta (eje
y) en funcién de la
concentracion (eje x).
Examinar visualmente
para identificar el rango
lineal aproximado y los
limites superior e inferior
del intervalo de trabajo
del instrumento.

Graficar la respuesta (eje
y) en funcién de la
concentracion (eje x).
Examinar visualmente
para determinar valores
atipicos que quizd no se
reflejen en la regresion.
Calcular las estadisticas de
regresion apropiadas.
Calcular y graficar los
residuales (la diferencia
entre el valor observado
de y y el valor calculado
de y pronosticado por la
linea recta, para cada
valor de x). La distribucion
aleatoria de residuales en
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Seleccionar al menos dos
niveles, superior e inferior de
la cantidad del analito
(intervalo) y preparar el
placebo adicionado al menos
por triplicado a cada nivel,
manteniendo constante la
cantidad de placebo analitico
en los tres niveles.

Los placebos adicionados
deben ser analizados por un
mismo analista bajo las
mismas condiciones,
utilizando como referencia, la
sustancia empleada en la
adicién al placebo analitico.
Determinar la cantidad
recuperada del analito.

Linealidad del sistema

Calcular el valor de la
pendiente (B), la ordenada en
el origen (Bo) el coeficiente de
determinacion (r?) y el
intervalo de confianza para la
pendiente.

Linealidad del método

Reportar la relacién cantidad
adicionada vs cantidad
recuperada. Utilizando el
método de estimacién por
minimos cuadrados, calcular el
valor de la pendiente (B), la
ordenada en el origen (Bo), el
coeficiente de determinacion
(r?), el intervalo de confianza
para la pendiente, el intervalo
de confianza para la ordenada
al origen y el coeficiente de
variacion de regresion



Criterios
aceptacion

de

torno a cero confirma la
linealidad. Las tendencias
sistematicas indican la no
linealidad o un cambio de
varianza con el nivel.

La primera etapa dara una
confirmacién visual de si
el intervalo de trabajo del
instrumento es lineal o
no.

La segunda etapa es
necesaria para ensayar un
intervalo de trabajo, que
se considere lineal y
especialmente en el que
el método utilice una
calibracion de dos puntos.
La ultima etapa se
requiere para evaluar si el
rango propuesto del
instrumento y el
procedimiento de
calibracion son aptos para
el uso.
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Calcular el porcentaje de
recobro de cada placebo o
muestra adicionados, al
obtener el cociente de la
cantidad recuperada respecto
de la cantidad adicionada
expresada en porcentaje.

Calcular el promedio
aritmético (p), la desviacion
estandar (s), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de
confianza para la media
poblacional del porcentaje de
recobro.

Linealidad del sistema

Coeficiente de determinacion
r>>0.98
IC(B) no debe incluir el cero

Linealidad del método

Cantidad adicionada vs Cantidad
recuperada

Coeficiente de determinacion
r2>0.98

Intervalo de Confianza de la
pendiente (B) = debe incluir la
unidad

Intervalo de Confianza de la
ordenada al origen (Bo) = debe
incluir al cero
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El Coeficiente de Variacion del
porcentaje de recobro;

no debe ser mayor de 2% si el
método es cromatografico

no mayor de 2% si el método
es volumétrico

no mayor de 3% si es quimico
o espectrofotométrico

no mayor del 5% si es
microbioldgico

Porcentaje de recobro

El Intervalo de Confianza(n) debe
incluir el 100% o que el promedio
aritmético del % de recobro se incluya
en el intervalo:

98 - 102% si el método es
cromatografico

98 - 102% si el método es
volumétrico

97 - 103% si el método es
guimico o
espectrofotométrico

95 - 105% si el método es
microbioldgico.

El Coeficiente de Variacion del
porcentaje de recobro:

no debe ser mayor de 2% si el
método es cromatografico

no mayor de 2% si el método
es volumétrico

no mayor de 3% si es quimico
o espectrofotométrico

no mayor del 5% si es
microbioldgico



Robustez

Definicion

Método de
Determinacion

Calculo

Documento (1)

Es una medida de la capacidad
de un método analitico para
permanecer no afectado por
pequefias variaciones
premeditadas de los parametros
del método. La robustez
proporciona una indicacién de la
fiabilidad del método durante su
uso normal

e Identificar las variables
que podrian tener un
efecto significativo en el
desempefio del método.

e Establecer
experimentos
(analizando MR o
muestras de ensayo)
para supervisar el
efecto en los resultados
de la medida
cambiando de forma
sistematica las
variables.

e Determinar el efecto de
cada cambio de
condicién en los
resultados de la medida.

e (lasificar las variables
segln el mayor efecto
sobre el desempeiio del
método.

e Realizar pruebas de
significacién para
determinar si los
efectos observados son
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Documento (2)

Capacidad del método analitico de
mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas, en
los parametros normales de operaciéon del
método.

e Se deben establecer aquellos
factores instrumentales
(temperatura de la columna,
presiéon en la columna, velocidad
de flujo, etc.) y/o factores no
instrumentales (pH de fases,
volumenes de solventes organicos
para una extraccion, etc.),
relacionados al propio método,
que se considere criticos.

e En cada condicién de operacién
distinta; asi como a la condicién
normal, analizar la misma muestra
por lo menos por triplicado.

e Reportar el contenido / potencia /
valoracion del analito para las
muestras de condicidon normal de
operacioén y para la(s) muestra(s)
de las otra(s) condicién(es) de
operacion, expresada(s) como %.

e Calcular la media aritmética de la
condicién normal de operacion
(Yo) y de cada condicion de
operacion diferente a la condicidon
normal (Yi).

e Calcular la diferencia absoluta de
la media aritmética de cada
condicién respecto a la condicion
normal.



estadisticamente
significativos.

Criterios de e Disefiar el control de e |diferencia absoluta| < 2%
aceptacion calidad o modificar el para métodos cromatograficos y
método para controlar volumétricos.
las variables criticas, por e |diferencia absoluta| < 3%
ejemplo, indicando los para métodos quimicos y
limites de tolerancia espectrofotométricos.

adecuados en el

procedimiento

operativo estandar. e |diferencia absoluta| < 5%
para métodos bioldgicos.

Discusion de Resultados

Comparativa Selectividad/Especificidad.

Cuando se habla de Selectividad y Especificidad es muy comuin confundir ambos términos como
sinédnimos, sin embargo, la diferencia significativa en ambos es que la especificidad se refiere a la
deteccién de un atomo o molécula en particular, mientras que la selectividad habla sobre la afinidad
que hay hacia alguno de ellos, pero siendo aun afectado por la presencia de otras especies. En ambas
guias las definiciones son muy similares, pero no asi sus criterios de aceptacion. Mientras que en la
guia del CENAM abogan por desarrollar de nuevo el método cuando la respuesta tiene afectaciones
importantes por la presencia de otros atomos o moléculas, en la guia del Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México obligan a que la respuesta sea debida Unicamente al
analito. En ambas guias es necesario adicionar intencionalmente sustancias que pudiera contener la
matriz del analito y medir la respuesta analitica, en la guia del Colegio de QFB’s mencionan que se
deben considerar los compuestos que pudieran surgir de la descomposicidén de los analitos algo que
no contempla la guia EURACHEM, por otro lado en ésta ultima se solicita que se debe analizar
primeramente un material de referencia, que confirme en primera instancia, que el método es
selectivo, en este caso la guia EURACHEM, parece ser mas coherente respecto a este pardmetro,
por ultimo ambas guias no hacen mencidn al uso de otro método validado y selectivo al analito para
comparar el método puesto a prueba.

Conforme se efectla el método ya sea directamente sobre la muestra o extrayendo el
analito, de manera general, una forma de discriminar si un método es selectivo a un analito es
midiendo la respuesta analitica de un material de referencia certificado por medio de una curva de
calibracién con adiciones de estandar o extrayendo el analito e interpolando la respuesta analitica
en una curva de calibracion, esto, dependiendo del uso final que se le dara al método y el nimero
de muestras que se vayan a analizar. Para el primer caso la adicién de interferentes se hace sobre la
misma matriz en la cual se encuentra el analito y la respuesta analitica no debera cambiar en la
determinacidn, en el segundo caso al material de referencia se deberd agregar los interferentes y se
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llevara a cabo el proceso de extracciéon, al medir la respuesta analitica esta no deberd cambiar con

respecto a aquella a la cual no se le agregaron interferentes.

La forma de decidir si la matriz afecta en la selectividad del o de los analitos consta en realizar una
cuantificacidn en la matriz y en un placebo analitico preparado con los analitos de interés, al realizar
la curva de calibracién se obtiene la concentracidn y la desviacidon estdndar de los resultados, por
medio de una prueba F de Fischer para la comparacién de desviaciones muestréales y una prueba T
de Student para la comparacion de resultados a cierto nivel de confianza, no deben existir
diferencias entre ambas (Magarelli et al., 2013).

Potenciometria

Para medidas con electrodos selectivos a iones, se considera que existen iones con caracteristicas
similares que pueden afectar la respuesta analitica, por ello sera necesario asegurar que no haya
presencia de éstos en la muestra, de existir, sera necesario demostrar que la contribucién es
despreciable a través de los coeficientes de selectividad de los iones interferentes por medio de la
ecuacion de Nicolsky—Eisenman (ec. 2), si el valor del coeficiente de selectividad del ion interferente
es mayor a 1 el electrodo es mayormente sensible al ion interferente, de ser 1 es igualmente sensible
al ion interferente y al ion de interés, y de ser menor a 1 es menos sensible al ion interferente, se
debe justificar por qué se acepta este pardmetro (Frag et al., 2020).

ot

k?A,B) = a,/(ap)®a/Zs)

Ecuacion 2. Coeficiente de selectividad en funcién de la actividad del ion de interés y el ion
interferente

La forma comun de determinar el coeficiente es variando la concentracion del ion de interés (3 o
mas puntos de una grafica) y manteniendo constante y conocido la actividad del ion interferente(as),
se debe graficar el potencial obtenido en funcidn del logaritmo de la concentracién del ion de
interés. La interseccidon de la extrapolacion de la recta dara como resultado el logaritmo de la
actividad del ion de interés, los coeficientes Zay Zs son las cargas absolutas de cada ion.

Para el caso de titulaciones, el parametro de selectividad se demostrara agregando interferentes y
realizando la titulacidn, no debe haber cambios en el punto de equivalencia en contraste con la
titulacion sin interferentes.

Conductimetria

En este parametro se demostrara que no hay contribucion a la respuesta analitica (conductividad)
por la naturaleza del disolvente. Debido a que esta técnica es muy sensible a la presencia de iones
en el medio donde se lleva a cabo la medicién, se induce que la adicién de cualquier interferente
que se disuelva y genere iones en el medio provocara un cambio en la respuesta analitica; serd
necesario demostrar que el medio, en este caso el disolvente no tenga injerencia en la medicién de
conductividad, para ello se simulara la adicién de un interferente, afiadiendo mas disolvente al
medio donde se estd realizando la medicién de conductividad, esta adicién no debe generar medidas
distintas a la medicion de inicial de conductividad (Umarov et al., 2020).
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Voltamperometria
Los potenciales de oxidacion o reduccion del analito no deberan ser alterados por la adicién de
posibles interferentes y/o pruebas de sometimiento de estrés, no debe haber cambios como
achatamiento de pico o desplazamientos de potencial. Si el objetivo es cualificar o cuantificar la
totalidad de ciertos tipos de analitos con potenciales similares, se tendra que demostrar que su
contribucion a la cantidad de corriente producida es proporcional a la cantidad total de ellos (Hoyos
Arbeladez et al., 2017).

Cromatografia
El pico asociado con el analito no debera ser modificado por la presencia de interferentes y tampoco
por el sometimiento a estrés de la muestra. Un pardmetro de aceptabilidad consiste en que el pico
posea una resolucién minima de 1.5 con relacidn a los picos adyacentes de acuerdo con la ecuacién
3. Cualquier otro valor deberd ser justificado.

Rs = 2[(tr)B - (tr)A]
O Wyt W,

Ecuacion 3. Resolucién de dos picos adyacentes donde ts es el tiempo de retencidn del pico con
mayor tiempo de retencién y Wg, 4 son el ancho de cada pico

Para mejorar la selectividad se necesita optimizar la polaridad de la mezcla de disolventes para el
caso de cromatografia de liquidos y seleccionar la columna adecuada para el tipo de compuesto que
se necesita cuantificar.

Espectroscopia UV-Visible
La adicidn de interferentes no deberd afectar la region de cuantificacién del analito, esto se traduce
en que la absorbancia del pico referente al analito no sea aumentada o disminuida por la presencia
de otros compuestos. En el caso de que las sustancias presentes muestren afectaciones en el pico
de interés se puede recurrir a derivar el espectro en funcion de la longitud de onda, de esta manera
las contribuciones pueden separarse o hasta eliminarse. La cuantificacion del analito seguira la
misma ley de Lambert-Beer con los espectros de derivadas (Alhogbi, 2017).

Espectroscopia de Absorcion atémica

Debido a que se fabrican lamparas especificas para cada elemento es de esperarse que su deteccidn
sea altamente selectiva cuando se encuentre aislada de otros elementos, pero en realidad, las lineas
espectrales tienden a sobreponerse en presencia de otros atomos metalicos o compuestos
orgdanicos, por tanto es necesario llevar a cabo la comprobacién de este pardmetro con material de
referencia, para asegurar que la linea espectral seleccionada no se encuentre aumentada o
disminuida por los elementos de la muestra por medio de la cuantificacion del analito. En caso de
estar afectada, puede seleccionarse otra linea espectral del mismo elemento (Sulthoniyah et al.,
2018), tomando en cuenta que las lineas seleccionadas afectaran otros pardmetros de validacion
como el limite de deteccién/cuantificacion y el rango lineal.
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Emision atdmica. ICP-OES

Debido a que estd técnica aprovecha las lineas producidas por los elementos en estado ionizado,
s6lo se comprobara que las lineas seleccionadas del analito no se vean afectadas por otras de
elementos presentes, de ser asi se pueden elegir otras lineas o cambiar la posicidn de la antorcha
de manera axial o radial (Lopez et al., 2011).

ICP-Masas

Para esta técnica es comun encontrar interferencias isobaricas, es decir, compuestos poliatdmicos
cargados que poseen la misma masa atémica que el ion de interés, estos compuestos tienen
distintos origenes, el mas comun es por la composicién de la matriz, es decir, los compuestos
presentes ademas del analito. La forma de eliminar estas interferencias es por medio de celdas de
colisién por las cuales se hace pasar un gas altamente reactivo como Oxigeno, Hidrogeno, Amoniaco
o inerte como Argén, los iones y compuestos productos de la ionizacién en la antorcha de plasma
impactan este gas lo cual favorece la destruccién de los compuestos interferentes o la formacién de
otros compuestos poliatdmicos con masa distinta al ion de interés (Kutscher et al., 2017).

Comparativa Limite de Deteccion

Para entender este concepto es necesario definir con qué fin se dispone. El limite de deteccion es la
concentracién minima de analito que puede detectarse con el método sin llegar a confundirse con
el ruido de fondo producido por el instrumento con un error aceptable (~5%), en ambas guias esta
definicidn es similar, lo cual no tiene ninglin aspecto discutible, esto puede utilizarse con la finalidad
de decidir si existe el analito o si alguna impureza se encuentra en la muestra. El trasfondo de ello
radica en el intervalo de valores de sefial analitica producido por el instrumento cuando no se tiene
presencia del analito, en yuxtaposicidon con el rango de concentraciones en las cuales el analito
produce una sefial. Para comparar ambas caracteristicas se necesitan reducir los errores tipo 1,
sefiales que conforman los falsos positivos y errores tipo 2, producidos por los falsos negativos
asumiendo que ambas caracteristicas siguen una distribucion normal.

En ambas guias se utiliza la desviacién estandar producida por el ruido de fondo en funcién
de la concentracion determinada por la curva de calibracién a utilizar, en la guia QFB’s son mas
claros en este aspecto debido a que utilizan la desviacion estdndar de la ordenada al origen cuyo
significado es la concentracién asociada cuando la sefial del instrumento es nula y la pendiente de
la recta que se utilizard en la aplicacién del método, el limite de deteccion tendra entonces unidades
de concentracién. En la guia de la EURACHEM este valor de desviacidn estandar se asocia con los
valores de concentracién medidos a partir de una muestra sin analito o con una concentracién
minima de analito adicionada y determinado su valor por medio de una regresion lineal, en este
aspecto la guia es ambigua respecto al calculo, la desviacién estandar asociada corresponde a la
cantidad medida de analito a un nivel minimo de concentracidn.
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En la guia QFB’s como en la guia EURACHEM se utilizan los criterios de la IUPAC de 1987
para la determinacion del limite de deteccidn, siendo 3 el factor de cobertura para el 99.75% y 3.3
el 99.90% de los valores debido al ruido de fondo del instrumento. Estos valores por simplicidad se
ocupan asumiendo que la distribucion de los valores es normal y el nimero de mediciones acapara
la normalidad de la distribucidn, pero estos valores resultan arriesgados para pruebas como el limite
de impurezas, ya que si estas mediciones no siguen una distribucion normal solo se asegura que hay
una probabilidad del ~87% de que la medicién no sea confundida con el ruido de fondo (Long &
Winefordner, 1983). Una forma alternativa de obtener este valor es utilizando las reglas de la [IUPAC
de 1997 sin tener en cuenta los errores asociados a la recta de calibrado (ecuacién 4) o tomando en
cuenta los errores asociados a la recta de calibrado (ecuacién 5), la ventaja que representa el uso
de estas ecuaciones es que engloba con una mayor certeza las mediciones limite de los analitos
(Andlisis Instrumental Métodos de Estimacion de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion En
Metodologias Instrumentales, 1993).

_ 2 % t(t—a,v) * SO

LD 5

Ecuacion 4. Limite de deteccidn en funcion de la distribucidon T de Student, solo tomando en
cuenta la desviacidn producida por el nimero de mediciones.

1/2
Lo _ 2% b * [S5 4 S2 4 a/b)? + 5§]
B
Ecuacion 5. Limite de deteccidén en funcion de la distribucidon T de Student tomando en cuenta

todas las contribuciones de desviaciones por la recta de calibrado.

Para monitorear este parametro de acuerdo con el tipo de validacién que se requiera, se
puede recurrir al limite de deteccion del método (MDL) y posteriormente pasar al limite de
deteccion (LD), el primero se define como la concentracién minima de un analito que, en una matriz
dada y con un método determinado, tiene una probabilidad del 99% de ser identificado,
determinado cualitativamente, e informado como mayor que cero. De ello se desprende una
concentracién que el analista considere como el limite de deteccidn, al hacer varias mediciones (7
al menos) y obteniendo su desviacién estandar pueda obtener el limite de deteccidn del método
(ec.6).

MDL = s % t(n—l,l—a)

Ecuacion 6. Limite de deteccion del método asumiendo una desviacidon estandar constante al
nivel de concentracidn del analito establecido.

Posteriormente el limite de deteccién se obtiene a partir del limite de deteccion el método
(ec.7). Es de destacar que se trata de un limite muy realista, ya que considera la medicion real de
concentraciones proximas al Limite de deteccion (USEPA, 2016).

32



LD =3.18* MDL

Ecuacion 7. Limite de deteccidn obtenido a partir del Limite de deteccién del método

De acuerdo con el uso del método este valor puede ser solo como un justificante del
pardmetro, mientras que, en el otro extremo, cuando se apliquen pruebas de impurezas o presencia
de analito, éste debera ser riguroso en cuanto a los factores utilizados para su determinacion.

Cabe seiialar, que a menos que los métodos se ejecuten por volumetrias (titulaciones), el
limite de deteccion se determinara a través de la curva de calibracion, esto engloba a las técnicas
potenciométricas, cromatograficas, voltamperometrias y las espectroscopias. Para el caso de las
titulaciones se tendra que determinar por medio de la examinacion visual agregando pequefas
cantidades de analito y observando los cambios en alguna propiedad como el color, por ejemplo,
para las titulaciones complejométricas (Reutemann & Huber, 2003).

Comparativa Limite de Cuantificacién

El limite de cuantificacién se describe como la concentracién minima de analito que puede ser
determinado con cierto nivel de veracidad y precisidn, tanto en la guia EURACHEM como la Guia de
QFB's estas definiciones no precisan que niveles de desempefio deben tener exactamente, lo comun
es que el coeficiente de variacién maximo sea de 10%, es decir, que la cantidad de analito medida
justo en el limite de cuantificacion tenga una desviacién estdndar de la décima parte de la
concentracién establecida. Este pardmetro tiene la cualidad de demostrar; hasta que concentracion
es capaz de medir el instrumento y el limite inferior de una curva de calibracion que se puede hacer
en las condiciones del experimento de validacidon. Ambas guias presentan los calculos iguales [ec. 8]
, pero para este caso la guia EURACHEM es mas rigurosa en cuanto al nimero de mediciones que
deben hacerse, en este caso 10, no pareciendo suficientes 3 para el caso de la guia QFB’s. Cada una
de ellas argumenta la necesidad que tenga el analista para su determinacion, si las concentraciones
a determinar se ubican cerca de este limite, se debe cerciorar continuamente como menciona la
guia EURACHEM, mientras que en la guia QFB’s solo se debe cerciorar que el limite de cuantificacion
debe ser inferior a la especificacién del contenido de impurezas limite para lo cual no todos los
instrumentos poseen esa capacidad de deteccion.

c 10 = Sh
B
Ecuacion 8. Calculo para obtener el limite de cuantificacién en funcién de la desviacidén estandar

del blanco y la pendiente de la recta de calibrado a utilizar
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Limite de cuantificacion basado en la desviacion standard relativa (RSD) de la seiial.

Para los casos donde sea necesario monitorear continuamente esos niveles de concentracion, se
puede recurrir a utilizar la desviacién estandar relativa graficando estd en funcién de la
concentracién medida, menor concentracidn igual a mayor incertidumbre y por lo tanto mayor
desviacion estandar relativa, y a partir de ello elegir como maximo el 5% o el 10% (dependiendo de
la precision que se requiera) e interpolar en la grafica obtenida (Grafica 1).
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Grafica 1. Ejemplo de grafico donde se inspecciona visualmente el limite de cuantificacidn en

funcién de la desviacién estandar relativa, a menor concentracidon mayor desviacién
estandar relativa.

Similar al limite de deteccidn, este parametro solo requiere de datos como la pendiente de
la recta para las técnicas referentes al uso de rectas de calibrado, para las volumetrias (titulaciones)
se requiere utilizar el grafico de desviacidon estandar relativa y elegir el nivel requerido para la
validacion del método.

34



b

0 Ng=l64s, LD=3.28s, LC = 10s,

Analito detectado

— :
Analito Analito detectado
LR detectado (errores tipo I y 1)

(error tipo I) - p H

Analito no cuantificado

Analito
cuantificado

Figura 1. Representacién grafica de los limites de deteccidon y cuantificacién, donde se aprecia
visualmente la diferencia del limite de cuantificacion con el limite de deteccién, ambos
estan en funcién de la desviacién estdndar del blanco y del tipo de error que se comete al
realizar el proceso de medicion

Comparativa Repetibilidad.

Este parametro tiene como fin medir que tanto varia el método de acuerdo con un solo operario e
instrumento, cuyos resultados arrojan la capacidad del analista para llevar a cabo el proceso de
medicion y la calidad del instrumento que efectla las mediciones, es decir, que para que la medicidn
se lleve a cabo de manera correcta se debe medir una cantidad bien establecida de analito. Las
definiciones de ambas guias no distan una de la otra al igual que el método de determinacién. El
criterio de aceptacion de la guia QFB’s menciona que el intervalo de confianza debe contener el
100% dando un rango entre 2% y 5% de este intervalo, en este aspecto esta guia cumple de una
manera mas satisfactoria como debe realizarse la validacion, ya que este pardmetro asegura que
ambos, el analista y el instrumento, esta realizando de manera correcta el proceso de medicion
tomando en cuenta todos los errores producidos durante el proceso de medicién (ec. 9).

t _
+ (0.975,n-1)
Vn

Ecuacion 9. Intervalo de confianza en funcién del nimero de mediciones y el promedio
aritmético de la muestra analizada, el intervalo de confianza no debe rebasar mas
del 5% respecto al promedio.

IC(W=mn * So

El proceso de medicion debe llevarse a cabo por lo menos 6 veces como indican ambas guias,
realizando desde el pretratamiento de la muestra, el tratamiento y el analisis de ésta; esto aplica
para todas las técnicas y los distintos modos de determinacién. Una manera de asegurar este
pardmetro es medir un nimero grande de muestras.
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Comparativa Precisién Intermedia

La precision intermedia involucra medir distintas muestras por distintos analistas, en diferentes
equipos y en distintos dias con la finalidad de medir la variabilidad de los resultados en el
laboratorio. A diferencia de la repetibilidad, este parametro busca controlar dichos factores. En
ambas guias los procedimientos a realizar son practicamente iguales, el tratamiento de resultados
en la guia QFB’s busca homogenizar todos los resultados haciendo un anadlisis similar al de
repetibilidad, obteniendo los promedios, desviaciones y coeficientes de variacién de los resultados
obtenidos; en el caso de la guia del CENAM, se busca por medio de las varianzas y un analisis ANOVA
los causantes de dichas variaciones en los resultados con el fin de mantenerlos bajo control. Para
este parametro la que mejor responde a las necesidades es la guia EURACHEM.

Para todas las técnicas el procedimiento total de medida debe llevarse a cabo tal cual
mencionan las guias, cambiando equipos, analistas y en diferentes dias, esto conlleva a determinar
la influencia de: las condiciones ambientales, los analistas y los equipos, es decir contribuciones
Unicamente debidas al error aleatorio dentro de un laboratorio (Peters et al., 2007).

Comparativa Veracidad (Exactitud para la guia QFB’s)

La veracidad de un método analitico es el grado de concordancia entre un valor obtenido promedio
hecho a través de una serie de mediciones y un valor el cual se considera verdadero o de referencia,
el cual puede ser representado en términos de recobro o de sesgo sea absoluto o relativo (Hubert
et al., 2007). Existen por lo menos 3 métodos de determinacién para obtener dicho parametro,
como lo indica todas las definiciones, éste debe coincidir con un valor aceptado como verdadero. El
primer método consiste en medir un material de referencia certificado que permita comparar el
valor obtenido, el segundo consiste en crear placebos analiticos y comparar la cantidad recuperada
contra la cantidad real, y el dltimo de ellos consiste en comparar la medicidn del método con uno
gue se encuentre validado. La guia EURACHEM contempla todos estos métodos, mientras que la
guia QFB’s solo apela a uno de ellos. De esto se sigue con el numero de pruebas adecuadas que
deben realizarse, mientras que en la guia EURACHEM se pide como requisito minimo el hacer 10
pruebas, en la guia QFB’s solo se solicitan 6. En este aspecto se consideran dos factores: el tiempo y
recursos que se utilizardn en la validacion y el error que se esté dispuesto a cometer; a mayor
numero de pruebas se prevé que el resultado serd mas veraz, porque se disminuye la influencia de
los errores de medicién y a menor nimero de pruebas este error se hara mas evidente pero la
cantidad de recursos utilizados serd menor.

Tipicamente para todas las técnicas el procedimiento consiste en medir a través del método
el recobro por medio de adiciones dentro del intervalo de trabajo del método y el sesgo comparando
la medicién per se con un material de referencia certificado, pero ninguna de las dos guias hace
hincapié en la precision del método en funcién de la cantidad de analito que serd medida. Para esta
faceta, el analista puede encontrarse que en muestras con un contenido grande de analito su
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respectivo intervalo de confianza es relativamente corto, pero concentraciones mas pequenas se
hace evidente que el intervalo de confianza serd mas grande por el crecimiento de la incertidumbre,
por lo que una buena referencia para decidir que tanto se estd dispuesto a aceptar en este
pardmetro es la ecuacién de Horwitz (ec. 10). Esta se establecié en un estudio inter- laboratorio
llevado a cabo en los afios 80’s en la determinacion de diferentes compuestos en matrices distintas,
la ecuacién resultado permite correlacionar el coeficiente de variacién con la concentracién del
analito (Rivera & Rodriguez, 2010). Gracias a esto podemos estimar no solo el coeficiente de
variacion, Gtil para pruebas de reproducibilidad, sino también el intervalo de confianza en funcidn
de la cantidad de analito esperado durante una validacion (Tabla 2).

CV(%) — 2(1—0.510gC)

Ecuacion 10. Ecuacion del coeficiente de variacion en funcién de la concentracidn del analito.

Figura 2.
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Trompeta de Horwitz donde se representa el crecimiento del coeficiente de
variacion en funcién de la concentracidon (editada). En HORWITZ EQUATION AS
QUALITY BENCHMARK IN ISO/IEC 17025 TESTING LABORATORY, por Carlos Rivera,
Rosario Rodriguez [2010]
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Analito (%) Fraccion de Analito Unidades de Concentracion Intervalo de confianza de recuperacién

100 1 100% 98-102
10 101 10% 98-102
1 102 1% 97-103
0.1 102 0.1% 95-105
0.01 10+ 100 ppm 90-107
0.001 102 10 ppm 80-110
0.0001 108 1 ppm 80-110
0.00001 107 100 ppb 80-110
0.000001 102 10 ppb 60-115
0.0000001 10~-° 1 ppb 40-120
Tabla 2. Intervalo de confianza de recuperacién de analito en funcién de la cantidad de

analito (editada). En Intra-laboratory assessment of method accuracy (trueness and
precision) by using validation standards, por A. Gustavo Gonzdlez [2010]

Comparativo intervalo de trabajo lineal y linealidad del sistema y método

El intervalo de trabajo o linealidad es el rango de concentraciones para el cual el método es lineal,
veraz y lo suficientemente preciso para efectuar la medicidon del analito y éste se limita en los
extremos por el limite de deteccidn y la concentracién maxima a la cual se observan anomalias en
la linealidad de la curva de calibracién, es decir, deja de ser lineal (Araujo, 2009). Para demostrar
este pardmetro es imperativo decidir qué cantidad de analito se espera en o las muestras y el
numero de muestras que se van a procesar, con el fin de disminuir el trabajo al realizar posteriores
curvas de calibracién con 2 0 mds puntos y ampliar el alcance de concentraciones para las cuales el
método funciona, cuando la concentracién del analito no corresponda al punto central de la curva.

Ambas guias contemplan el hecho de que se necesitan al menos 5 concentraciones
uniformemente espaciadas, y que el punto central deba coincidir con el 100% del contenido de
analito en la muestra. La guia QFB’s considera dos parametros de linealidad, el primero es la
linealidad del sistema y el segundo es la linealidad del método. El primero tiene como fin demostrar
que la recta de calibrado funciona para el propésito del método, es decir, que la cantidad de analito
a determinar es correctamente cuantificada bajo las condiciones de la recta de calibrado, el segundo
tiene como fin determinar el rango de concentraciones en las cuales el método se comporta de
manera lineal sin sufrir anomalias. Por otro lado, la guia EURACHEM sigue una serie de pasos, los
cuales en sintesis son: demostrar un rango de concentraciones que siguen una tendencia lineal, y
teniendo ese estimando, obtener un rango de concentraciones para las cuales se cumpla la
linealidad y sirva para la cuantificacién del analito, por ultimo, obtener los parametros de calibracidn
del instrumento, de tal forma que se puede asegurar que el instrumento es apto para el uso del
método y extrapolar el uso de otros instrumentos para saber cudles instrumentos pueden utilizarse.
Estas dos guias hacen uso de los graficos de residuales y del coeficiente de correlacién (r?) para
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determinar la linealidad, pero como tal no existe una prueba r? que discierna entre una linea con
valor r?= 0.999 u otra con r?=0.997, esto es, que mida cuantitativamente el grado de linealidad; de
igual manera, muchas veces resulta confuso entender el grafico de residuales viendo patrones
donde no existen, por ello existe una tercera opcion, la cual recurre a una prueba F de Fisher,
compara los errores de las sumas de los cuadrados de las respuestas analiticas experimentales y las
respuestas analiticas tedricas (ecs. 11-19)

1 Ji

SSr = Z (yij — 3?1)2 (Ecuacién 11)
i=1j=1
1 Ji

7)) Ecuacién 12

SSE = ZZ(YU -7) (Ecuacion 12)
i=1j=1

I

SSior = Z(Yz - 9)? (Ecuacién 13)

i=1

Residuales de la suma de errores, suma de errores experimentales, suma de errores para el
propésito, donde el termino yj; representa la respuesta experimental, § la respuesta analitica
estimada basada en la curva de calibracidn, y” el promedio de la respuesta analitica.

Los grados de libertad asociado a las ecuaciones son respectivamente:

GL, = (I] = 2) (Ecuacion 14)
GLe=(]—1) (Ecuacion 15)
GLior = (U —2) (Ecuacion 16)

Donde lJ son los nimeros de mediciones por el nimero de repeticiones de cada una, | el nimero de
mediciones.

Y la forma de obtener las varianzas al igual que el valor de prueba F son:

2 _ SStof . s
Olof = —GLlof (Ecuacion 17)
of = & (Ecuacion 18)
GLg
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2
F _ Yor (Ecuacién 19)
u-2)/aj-n — 0.82

Utilizando esta prueba se puede discriminar que tan aparente es una linea recta, es decir,
aunque el valor de su coeficiente de correlacion sea cercano a 1, cuando el valor de la F calculada
sea menor al valor de la F obtenida a través de las tablas F de Fisher, se puede asegurar que cumple
con la linealidad en el rango de concentraciones propuesto. Cuando esto no se cumple se debe
reducir el rango de concentraciones para asegurar la linealidad.

Para todas las técnicas analiticas la forma de demostrar este parametro es determinando el
rango de concentraciones empezando por 3 disoluciones igualmente espaciadas en el rango de
interés del método y una vez definido este rango aumentar el nimero de disoluciones igualmente
espaciadas. Puesto que éste es el factor con mas variabilidad debido al funcionamiento particular
de cada uno de los instrumentos utilizados, es imperativo probar la linealidad para cada instrumento
sobre el cual se ejecutard el método dado que no solo las condiciones ambientales y destreza del
analista afectard la medicidn, sino las mismas especificaciones del fabricante del instrumento.

Comparativa Robustez

El pardmetro de robustez de un método se refiere a la capacidad de un método para ser reproducido
obteniendo los mismos resultados contemplando grandes variaciones como el uso de diferentes
equipos y la aplicaciéon de distintos analistas, asi como de pequefias variaciones. El objetivo principal
de este pardmetro es la determinacion de aquellos factores criticos que afectan las mediciones, para
ello, se seleccionan y exageran deliberadamente los factores fuera de los valores contemplados que
puedan ocurrir durante la aplicacién del método. La serie de pasos que pueden ser identificados en
la prueba de este pardmetro son: (a) la identificacién de los factores que pueden ser alterados y
pueden afectar al método; (b) definir los niveles en los cuales se afectaran estos factores; (c) disefiar
los experimentos a llevar a cabo; (d) definir el protocolo experimental; (e) ejecutar los experimentos
y evaluar las respuestas del método; (f) calcular el efecto que produce cada factor en la respuesta
analitica; (g) analisis estadistico de cada efecto; (h) concluir la incidencia de cada efecto, su impacto
y rango de operacion para llevar a cabo el método, asegurando calidad en la medicién. La seleccién
de los factores debe ser en funcién del procedimiento operacional del método, estos pueden ser
cuantitativos (continuos) o cualitativos (discretos) o la combinacién de ambos (Vander Heyden et
al., 2001).

A continuacién, se presentan una serie de factores de acuerdo con el tipo de técnica
analitica que pueden ser alterados, en cada uno de estos se espera un impacto en el resultado del
analisis, cada serie de factores es exclusivo de cada técnica por lo cual se agruparon del lado derecho
de la tabla. El orden de las técnicas es: (1) Cromatografia de Liquidos; (2) Cromatografia de Gases;
(3) Conductimetria; (4) Potenciometria; (5) Voltamperometria; (6) Espectroscopia Ultravioleta
Visible; (7) Espectroscopia de Absorcidon atdmica; (8) Espectroscopia de Emisidon Atémica.
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Método Factores

Cromatografia de liquidos pH de la fase movil
Pretratamiento de la muestra

Concentracion de buffer, concentracion de
sales o fuerza idnica

Velocidad de flujo
Temperatura de la Columna
Para el gradiente de elucidn:
Composicidn inicial de la fase
Composicidn final de la fase
Cambio en el gradiente de elucién
Para la columna:
Tipo de fase estacionaria
Fabricante de la fase estacionaria
Tiempo de vida de la columna
Factores del detector:
Longitud de onda
Voltaje (detectores electroquimicos)
Factores de Integracion:

Sensibilidad del equipo

Tabla 3. Factores variacionales del método, cromatografia de liquidos

Cromatografia de gases Temperatura de Inyeccion
Temperatura de la columna
Temperatura de deteccion
Para el programa de temperaturas:
Temperatura inicial
Temperatura final
Velocidad del gradiente de temperatura
Flujo del gas acarreador
Para el programa del gas acarreador
Flujo inicial

Flujo final

Velocidad de gradiente del flujo del gas
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Tipo de columna
Longitud de la columna
Factores de la columna:

Tipo de fase estacionaria

Fabricante de la fase estacionaria

Tiempo de vida de la columna
Tabla 4. Factores variacionales del método, cromatografia de gases

Conductimetria Composicidn de disolventes
Pretratamiento de la muestra

Concentracién del analito
Concentracién del reactivo titulante
Temperatura del disolvente
Caracteristicas de la celda

Tipo de celda

Fabricante de celda

Tabla 5. Factores variacionales del método, Conductimetria

Potenciometria Composicidn de disolventes
Pretratamiento de la muestra

Efecto de la Temperatura

Efecto del pH

Efecto de cationes y aniones presentes
Tipo de electrodo de trabajo
Concentracion del reactivo titulante

Concentracion del analito

Tabla 6. Factores variacionales del método, potenciometria
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Voltamperometria Pretratamiento de la muestra
Tipo de electrodo de trabajo

Tipo de disolvente
Concentracioén del buffer
Programa de perturbacion
Concentracidn del analito
Efecto del pH

Efecto de la Temperatura

Concentracion del reactivo titulante

Tabla 7. Factores variacionales del método, voltamperometria

Espectroscopia ultravioleta visible Disolvente o composicion de disolventes
Pretratamiento de la muestra

Caracteristicas de la celda
Material de la celda
Longitud de la celda
Anchura de la rendija
Caracteristicas de la lampara
Tipo de lampara
Fabricante de la lampara
Caracteristicas de la disolucidn
Concentracién de la disolucion
pH de la disolucion
Viscosidad de la disolucion
Composicion de la disolucion

Concentracién de buffer
Tabla 8. Factores variacionales del método, Espectroscopia ultravioleta visible

Espectroscopia de Absorcién atémica Caracteristicas de la lampara
Tipo de [dmpara
Fabricante de la [dmpara

Caracteristicas del nebulizador

Tipo de nebulizador

Fabricante del nebulizador
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Tipo de sistema de defleccidn del flujo
Composicion de los gases de la llama

Tipo de cabeza del quemador

Programa de temperatura (horno de grafito)
Seleccién de la longitud de onda

Ancho de la rendija

Pretratamiento de la muestra

Tabla 9. Factores variacionales del método, absorcion atomica

Emisidon atdmica Tipo de nebulizador

Tipo de cdmara de aerosol

Configuracion axial o radial de la antorcha
Flujo de Argdn

Flujo del gas auxiliar

Velocidad de la bomba

Seleccién de longitud de onda

Pretratamiento de la muestra

Tabla 10. Factores variacionales del método, emisiéon atomica

Ambas guias remarcan la idea de variar cada factor que influye al final de la medicién y de
esta forma evaluar cuales son las condiciones dptimas para la realizacidn del experimento, con el fin
de clasificar y delimitar las variables criticas. El efecto de cada factor esta relacionado con el objetivo
del método, évale la pena evaluar todos los factores? ¢Existen factores que tengan relacién entre
ellos? ¢éCudntos factores seran evaluados? La justificacion de ambas guias, aunque sea el de
demostrar las condiciones éptimas de analisis no toman en cuenta los recursos del laboratorio ni el
tiempo necesario para llevar a cabo todos los experimentos. Por ello se puede recurrir a un disefio
de experimentos que pueda definir los variables criticas en el menor nimero de experimentos.

Por un lado, cuando los factores a evaluar son pocos lo ideal es efectuar un disefio factorial
de dos bloques alternando la totalidad de combinaciones posibles para un experimento, usando dos
niveles, uno inferior y otro superior al valor establecido para el método; sin embargo, este disefio
presenta la desventaja de que el nimero de experimentos se dispara cuando existen 4 o mas
factores a evaluar siendo 2* con k igual al nimero de factores, para ello existen alternativas como
un disefio factorial de dos bloques fraccionado, o un disefio Placket-Burman, los cuales tienen la
ventaja de reducir el nimero de experimentos cuando el nimero de factores a evaluar es elevado,
pero estos ultimos presentan la desventaja, de no tomar en cuenta las interacciones entre los
factores. Para todos los casos se deben elegir la alternancia entre niveles inferiores y superiores de
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los valores continuos, es decir una temperatura, concentracién o caracteristica numeérica
controlable superior en cierta cantidad y uno inferior en la misma cantidad, comparado con un
control de 3 o mas mediciones sin alterar el método propuesto (Ferreira et al., 2017).

Factor 1 Factor 2 Respuesta
- - Y1
Y2
Y3
Ya
Yo
Yo
Yo

+
1

o |o|Oo |+
o |||+ |+

Tabla 11. Disefio factorial de dos bloques con 3 mediciones hechas bajo el método sin variacion.

Las ecuaciones (20-24) para determinar la contribucion de cada factor son:

Y Ye)

Efactor = {N/Z N/Z} (Ecuacion 20)

Donde Y es la respuesta analitica cuando el valor del factor esta en un nivel superior o inferior y N
es igual a 2%, con k igual al nimero de factores.

Posteriormente se calcula el estimador de varianza del error experimental a través de:

_ L(yi —y0)? (Ecuacién 21)
nr—1

SZ

Donde yi es el valor de respuesta sin cambios en los tratamientos y0 es el promedio de los valores
de respuestas sin variaciones en los tratamientos y nr es el nimero de repeticiones para los valores
previamente mencionados.

De ello se desprende la desviacion estandar de los efectos para los cuales todas son la misma, se
calcula por medio de:
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1
2\2
Sefecto = <%> (Ecuacién 22)

Donde S? es el estimador de varianza del error experimental.

Se puede escribir el intervalo de confianza para el efecto del factor como:

IC = Efactor + (Sefecto) ' (t) (Ecuacién 23)

Donde T es el valor T de Student al intervalo de confianza deseado con el nimero de repeticiones
menos 1 de los valores sin cambio en los tratamientos.

Por ultimo, se calcula el cociente del efecto entre la desviacidon del efecto, de esta forma se
obtiene un estimador que al comparar con un valor T de Student con el nivel de confianza deseado
tomando en cuenta que es una prueba a dos colas y el nimero de repeticiones del proceso sin
cambios en el tratamiento, podemos identificar si tiene un efecto significativo en el proceso.

_ Ef actor

SE (Ecuacion 24)

Sefecto

El valor de SE, es decir el estimador, puede obtenerse para cada efecto y presentarse en forma de
un grafico de Pareto donde se muestran en orden ascendente la influencia de cada efecto.

A continuacion, se muestra el ejemplo tomado de “Robustness evaluation in analytical methods
optimized using experimental desings, por Sergio L.C. Ferreira [2017]”, donde, durante la validacion
del método para la determinacién de plomo en jugos de frutas por medio de Espectroscopia de
absorcién atdmica electrotérmica con horno de grafito, se prueban los factores de robustez:
temperatura de pirolisis, temperatura de atomizacidn y concentracidn de acido nitrico por medio
de un disefio factorial completo, triplicando las mediciones del punto central (CP), es decir los
valores decididos como éptimos para el método, respecto a los factores previamente mencionados,
después se realiza la medicién de todas las posibles combinaciones de un valor superior e inferior
de cada factor (Tabla 12).
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. HMNOD
Experimento | 1] Temperatura de Temperatura de Absorbancia

(M] atomizacion (*C)  pirdlisis (°C)
] 1.00(—1) 1746(—1) 815 (—1) 0.05905
2 1.60 (1) 1746 (—1) 815 (—1) 0.05789
3 1.00(—1) 2134(1) 815(—1) 0.05896
4 1.60 (1) 2134 (1) 815 (—1) 0.05577
5 1.00(—1) 1746(—1) 995 (1) 0.05909
G 1.60(1) 1746 (—1) 995 (1) 0.05478
7 1.00(—1) 2134(1) 995 (1) 0.05879
8 1.60(1) 2134(1) 095 (1) 0.05752
cp 1.30(0) 1940 (0) 905 (0) 0.05802
cp 1.30(0) 1940 (0) 905 (0 0.05709
cp 1.30(0) 1940 (0] 905 (0 0.05401
Tabla 12. Ejemplo de prueba de robustez (editada), En Robustness evaluation in analytical

methods optimized using experimental designs, por Sergio L.C. Ferreira [2017]

Primeramente, los datos de absorbancia se utilizan con la ecuacién 20, para demostrar los
efectos de cada factor, posteriormente se obtiene el estimador de varianza del error experimental
con la ecuacion 21, considerando y0 el promedio de las mediciones del punto central y y1 el valor
de cada medicidn del punto central, con 3 mediciones — 1 como grados de libertad, con este
estimador se calcula la desviacién de cada factor con la ecuacidn 22, para finalmente obtener el
efecto estandarizado con la ecuacién 24.

Como se observa en la tabla 13, el intervalo de confianza, calculado con la ecuacion 23,
incluyen al cero, por lo tanto, los efectos y sus interacciones no impactan de manera significativa en
la absorbancia en el rango propuesto. Todos los resultados obtenidos son menores a 4.3207 valor T
de student asociado al 95% de confianza con 2 grados de libertad. Estos resultados demuestran que
el método es robusto en el rango de valores propuestos de temperatura de pirolisis, temperatura
de atomizacidn y concentracion de acido nitrico con 905 + 90 °C, 1940 + 194 °Cy 1.30 £ 0.30 M
respectivamente.

Efecto como intervalo

Efecto deccorfianza Efecto estandarizado
[HNO;] —0.002483 —0.002483 + 0.006368 —1.67
Atomization t. 0.000057 0.000057 + 0.006368 0.04
Pyrolysis t. —0.000373 —0.000373 + 0.006368 —0.25
[HNOs] x Atom t. 0.000252 0.000252 + 0.006368 0.17
[HNOs] x Pyro t. —0.000307 —0.000307 + 0.006368 —0.21
Atom t x Pyrot. 0.001163 0.001163 + 0.006368 0.79
Tabla 13. Resultado de ecuaciones de los resultados de la prueba de robustez (editada), En

Robustness evaluation in analytical methods optimized using experimental designs,
por Sergio L.C. Ferreira [2017]
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p=0.05

Figura 3. Grafico de Paretto de los efectos estandarizados ordenados de mayor a menor, En
Robustness evaluation in analytical methods optimized using experimental designs,
por Sergio L.C. Ferreira [2017]

Para el caso de un disefio factorial 2% completo se puede obtener la contribucién por
interacciones con dos o mas factores, no siendo posible para el disefio factorial fraccionado y el
disefio Placket-Burman.

Los criterios para decidir si un factor tiene un efecto significativo en el proceso de analisis
es:

* Intervalo de Confianza contenga el cero.

* |SE| < Tde student, para T con numero de mediciones -1 grados de libertad al intervalo de
confianza deseado.

De cumplirse estos supuestos, se procede a decir que el método funciona para el factor i en el
rango descrito en las pruebas utilizando como limite inferior y el limite superior los niveles sobre los
cuales se realizé la validacion de este parametro de desempefio. De no cumplirse alguno de los dos
se puede reducir los valores del limite superior e inferior del intervalo donde se quiere analizar el
pardmetro de desempefio y reportar estos rangos de trabajo.
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Propuesta de orden de parametros.

Después de revisar cada parametro, ninguna de las guias hace referencia en el orden de cdmo deben
ser probados cada uno de los pardmetros, esto es ambiguo en el sentido de que el analista puede
interpretar que cada parametro puede desarrollarse independiente de otros y en el orden en que
se presentan en las guias, lo cual no es totalmente cierto, ya que depende del tipo de método que
se validarg, si esta normalizado; si esta normalizado pero no disefiado para el propdsito o si es una
validacién de un método nuevo, aunado a ello la naturaleza del analito y las caracteristicas de la
técnica complican la interpretacion de las guias por parte del analista. Por ejemplo, algunos
pardmetros pueden realizarse al mismo tiempo y aunque esto afecte a la aleatoriedad de las
mediciones dado que, se estan controlando y limitando las variables que puedan afectar al
experimento en esos instantes, se contrasta con la eficiencia de recursos que el analista pueda
disponer. Para una validacién total, en donde se mida la concentracidn de un analito por medio de
una curva de calibracidn lo cual engloba muchas técnicas instrumentales, la propuesta de orden de
parametros de desempefio puede ser: (1) Selectividad; (2) Linealidad o Intervalo Lineal; (3)
Veracidad (4) Limite de deteccién; (5) Limite de cuantificacidn; (6) Repetibilidad; (7) Precisidén
Intermedia; (8) Robustez.

Este orden tiene un sentido para una validacion total, puesto que, primero se tiene que
comprobar que bajo un método previamente estudiado el analito debe ser observado, es necesario
saber que otras sustancias afectan al analito dentro de la matriz o si la propia matriz afecta su
deteccién o cuantificacion, es decir, desde un principio se conoce el resultado y con esta prueba se
corrobora. Después esto se compara cuanto analito es recuperado, es decir, realizando una curva
de calibracion con el método propuesto y determinar la cantidad de analito recuperado, por ello,
como se menciond en el apartado de veracidad, es necesario no solo hacerlo por el método
propuesto a través de la prueba de recobro, sino también compararlo con otro método a través de
una prueba T de Student, y decidir si la cantidad determinada es aceptable para justificar este
pardmetro.

Definidos estos parametros, se puede obtener los limites de cuantificacién y deteccidn del
método ya que ambos requieren de los factores de la regresién para ser obtenidos, el limite inferior
de la curva de calibracidn sera obtenido por el limite de cuantificacion.

Teniendo entonces los parametros indispensables para el método (selectividad, veracidad,
linealidad, limite de deteccién y cuantificacidn) se procede a evaluar los factores que pueden afectar
al método, los analistas, los equipos y las condiciones ambientales, todos estos factores se ponen a
prueba ejecutando el método, con distintos analistas y distintos equipos en distintos dias pero
dentro del mismo laboratorio, lo que corresponde a los pardmetros de desempefiio de Repetibilidad
y Precisién Intermedia.

Por ultimo, se describen los factores inherentes al desarrollo del método, como el
tratamiento de la muestra y las condiciones de analisis dentro del equipo. Esta seccidn es referente
al parametro de robustez y esta disefiada para predecir bajo qué circunstancias el método pueda
funcionar y pueda ser evaluado en otros laboratorios.
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“El analito es observado bajo

SEIECﬁVidad el método propuesto”

“Se define un rango lineal de

Linealidad .%. acuerdo a la concentraciéon de

analito esperada”

. / “Se mide el sesgo y determina
Ve raC|dad si la cantidad de analito recu-

perable aceptable”

. ‘s “Se determinan las concentra-
Limite de deteccidon

ciones en las cuales el analito
y Cuantificacion l es detectado y puede ser
cuantificado ”
Repetibilidad

“Se miden las contribuciones

Precision Intermedia de las variables del método

Robustez como: Analistas, equipos,
condiciones y factores”
Figura 4. Propuesta de esquema de validacidon de pardmetros para una validacion total por

medio de una curva de calibracion.
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Alo largo de este andlisis se ha observado importantes diferencias entre la guia EURACHEM
y la guia de los Quimicos Farmacéuticos Bioldgicos. Recordando que el objetivo de todo método
analitico es que los métodos validados deben generar trazabilidad a una medicion de referencia y
deben ser reproducibles por quien realiza la medicién, las mediciones quimicas deben estar
referidas a mediciones certificadas como correctas, pues de otra manera la probabilidad de que esta
medicién independiente no pertenezca al universo de mediciones es alta y por ello no puede
generar trazabilidad. La guia EURACHEM toma en cuenta esto y resulta mas adecuada para el
desarrollo de métodos que puedan ser rastreados, es decir, homologar los resultados que se
obtendran a partir de los nuevos métodos, ya sea por qué resulta mas econémico el andlisis o
responda mejor a las necesidades y recursos de los laboratorios que lo van a ejecutar, con los
resultados obtenidos a partir de métodos ya validados o desde materiales de referencia, los cuales
especifican los valores objetivos del método. Desde otra perspectiva, la guia QFB asume que la
trazabilidad se produce a partir de los resultados de quien realiza la medida con los métodos
validados desde su guia, esto es correcto en el sentido de quienes sintetizan una nueva molécula
y/o producen un nuevo medicamento, puesto que no existe una medicidn previa, ni una sustancia
patron de medida totalmente idéntica que permita comparar los resultados, por ello muchos de sus
criterios de aceptacion son semejantes, ya que obtener dichos valores asegura que la medicién se
realiza con al menos las caracteristicas minimas necesarias para justificar que se realizé
correctamente.

Muchos de los calculos presentados muestran solo una de las muchas formas en que pueden ser
realizados, la guia EURACHEM no presenta los calculos a fondo, algo que la guia QFB’s si describe y
eso facilita la interpretacion por los analistas.

Conclusiones

El eficiente desarrollo y validacién de métodos es un elemento critico para cualquier tipo de andlisis

y obtencién de resultados Utiles en la toma de decisiones. Aunque pareciera que la validacién
corresponde Unicamente a la demostracion de que se cumplen los pardmetros de desempefio, esto
no debe extrapolarse al tipo de guia que se utiliza, de esto, nace la necesidad de armonizar las guias
para generar resultados trazables metrolégicamente, y a su vez generar valores de uniformidad en
el andlisis de resultados de la validacion de los parametros que componen el desarrollo del método
analitico.
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