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RESUMEN

La presente investigacion que se llevd a cabo en el laboratorio del Consejo
Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM), en base a la Norma
Mexicana NMX-V-005-NORMEX-2018 para el desarrollo del proyecto con una
finalidad que pudiera ser utilizado con el fin de acreditar el laboratorio de este
consejo buscando la certificacion del laboratorio de calidad ante la entidad

encargada de estas certificaciones Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA).

Debido a la limitante de laboratorios certificados ante la Entidad Mexicana de
Acreditacion (EMA) en el estado de Oaxaca y con la propuesta del COMERCAM es
tener su laboratorio acreditado con los métodos certificados, y en base a
competitividad y la creciente demanda del consumo de productos procedentes de
mezcal a nivel nacional e internacional, llevando a tener un control de calidad en

productos de esta indole en funcién del contenido metanol y alcoholes superiores.

Al realizar esta investigacion, se pondra determinar los valores reales que pueden
estar contenidos en los productos a analizar dentro de este tipo de productos y en
alerta a las industrias nacionales, las autoridades de sanidad y a los consumidores,
en cuanto a aumentar sus exigencias y realizar un control de calidad méas profundo

a este tipo de productos.

Es por ello que el Laboratorio de Calidad del Consejo Mexicano Regulador de la
Calidad del Mezcal A.C. (COMERCAM A.C.), necesita de un método estandarizado
que le permita la cuantificacion de metanol y alcoholes superiores presentes en el
Mezcal, usando el método de cromatografia de gases, utilizando un detector de
llama (FID), y de esta forma proporcionar elementos que le permitan la validacion
del método en un futuro ante la entidad correspondiente para asegurar la

confiabilidad de los resultados emitidos por este organismo.



CONTENIDO

RESUMEN i
CONTENIDO i
INDICE DE TABLAS vi
iNDICE DE FIGURAS viii
INTRODUCCION X
OBJETIVO GENERAL xii
OBJETIVOS ESPECIFICOS Xiii
JUSTIFICACION Xiv
CAPITULO 1 MARCO TEORICO 1
1.1 AGAVE 1
1.1.2 DESCRIPCION TAXONOMICA 2
1.1.3 CLASIFICACION 5
1.1.4 ORIGEN 7
1.2 CULTIVO Y USOS 9
1.2.1 ZONA GEOGRAFICA 12
1.2.2 ANTECEDENTES 14
1.3 BEBIDAS ALCOHOLICAS 16
1.3.1 TIPOS DE BEBIDAS ALCOHOLICAS 16
1.3.2 MEZCAL 17
1.3.3 REGION DEL MEZCAL EN EL ESTADO DE OAXACA. 19
1.3.4 PROCESO DE PRODUCCION DEL MEZCAL ARTESANAL EN EL DISTRITO DE
VALLES CENTRALES DE OAXACA 19
1.3.5 NORMATIVIDAD PARA EL MEZCAL 22
1.3.6 TIPOS Y CATEGORIAS DE MEZCAL DEFINIDAS EN LA NOM-070-SCFI-2016 23
1.4 CROMATOGRAFIA DE GASES. 26
1.4.1 TIPOS DE CROMATOGRAFIA 27

1.4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES. 28




1.4.3 COLUMNA CROMATOGRAFICA 38

1.4.4 FASE ESTACIONARIA 43
1.4.5 POLIETEILENGLICOLES 45
1.4.6 DETECTORES 45
1.4.7 ANALISIS CUANTITATIVOS: 48
1.4.8 CALIBRADO POR PATRONES: 48
1.4.9 SELECCION, ELABORACION Y NORMALIZACION DEL METODO. 50
1.4.10 EVALUACION DE RESULTADOS ANALITICOS E INFORMES TECNICOS___ 53
1.5 FUNDAMENTO TEORICO 54
1.5.1 ALGUNOS ASPECTOS IMPQRTANTES EN EL TRAZADO DE LAS LINEAS DE
CALIBRADO DE CROMATOGRAFIA DE GASES. 56
1.5.1.1 Determinacién del rango lineal. 57
1.5.1.2 Preparacion de patrones. 58
1.5.1.3 Medicion de la respuesta de los patrones. 59
1.5.2 Modelo lineal. 59
1.5.3 Estimacion por minimos cuadrados 62
1.5.3.1 Errores en la pendiente y ordenada en el origen de la recta de regresion____ 65
1.5.3.2 Regidén de confianza conjunta para Bo Yy B1. 67
1.5.4 calculo de una concentracién y su error aleatorio 68
1.5.5 célculo de las cifras de mérito. 71
1.5.5.1 Sensibilidad de la calibracion. 71
1.5.5.2 Sensibilidad Analitica. 72
1.5.5.3 Limites de deteccion 73
1.5.5.3.1 Falsos positivos y falsos negativos 73
1.5.5.3.2 Expresiones para el célculo del valor critico y del limite de deteccién 76
1.5.5.4 Limite de cuantificacion 78
1.5.5.5 Rango dindmico 79
1.5.5.6 Rango lineal 79
1.5.6 Método de las adiciones de estandar 80
1.5.6.1 Procedimiento 82
1.5.7 exactitud y comparacion de dos métodos analiticos. 86

1.5.7.1 Exactitud de un método analitico. 86




1.5.7.1.1 Region de confianza cuando las varianzas son constantes.

1.5.7.1.2 Regresion ponderada

CAPITULO 2. DESARROLLO DEL TRABAJO

88
89
91

2.1 PROCEDIMIENTO

2.1.1 PREPARACION DE LA SOLUCION CONCENTRADA

2.1.2 PREPARACION DE LA SOLUCION CONCENTRADA DE ACETALDEHIDO ___

2.1.3 PREPARACION DE LA SOLUCION DE ESTANDAR INTERNO

2.1.4 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE CALIBRACION

2.2 CONDICIONES DE OPERACION

2.2.1 CALCULOS Y RESULTADOS

2.2.2 CALCULO DE RELACION DE CONCENTRACIONES Y DE AREAS
2.3 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

2.3.1 REPETIBILIDAD

2.3.2 REPRODUCIBILIDAD

CAPITULO 3 RESULTADOS

91
91
92
92
93
94
95
95
96
96
97
99

3.1 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO METANOL
3.1.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

101
102

3.1.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL ANALITO METANOL

3.1.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO DEL ANALITO METANOL

3.2 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO 2-BUTANOL
3.2.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.2.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.2.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

3.3 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO PROPANOL
3.3.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.3.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.3.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

3.4 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO ISOBUTANOL

3.4.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.4.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

103
106
109
110
111
114
117
118
119
122
125
126
127

iv



3.4.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

3.5 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO N-BUTANOL
3.5.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.5.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.5.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

3.6 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO PENTANOL
3.6.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.6.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.6.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

3.7 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO ISOAMILICO
3.7.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.7.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

3.7.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA

130
133
134
135
139
142
143
144
147
150
151
152
155
158

160



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Variedad de Agaves Utilizados en la Elaboracion del Mezcal 11
Tabla 2: Concentraciones recomendadas para la preparacion de la(s) solucion(es)
concentrada(s). 91
Tabla 3: concentracién de la(s) solucion(es) de calibracion 93
Tabla 4: Condiciones de Trabajo del cromatografo de gases 97
Tabla 5: Materiales Equipos Y Procedimientos 99
Tabla 6: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito Metanol 101
Tabla 7: Estadisticos obtenidos del Analito Metanol 101
Tabla 8: Parametros y Criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito Metanol
102
Tabla 9: Inyecciones realizada en los dias 1 y 2 del Analito Metanol 103
Tabla 10: Concentraciones de los puntos Elaborados del Analito 2-Butanol 109
Tabla 11: Estadisticos obtenidos del Analito 2-Butanol 109
Tabla 12: Pardmetros y Criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito 2-
Butanol 110
Tabla 13: Inyecciones realizadas en los dias 1 y 2 del Analito 2-BUTANOL 111
Tabla 14: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito Propanol 117
Tabla 15: Estadisticos Obtenidos del Analito Propanol 117
Tabla 16: Pardmetros y Criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito
Propanol 118
Tabla 17: Inyecciones realizadas en los dias 1 y 2 del Analito Propanol 119
Tabla 18: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito Isobutanol 125
Tabla 19: Estadisticos Obtenidos del Analito Isobutanol 125
Tabla 20: Pardmetros y Criterios de Aceptacion De los Estadisticos del Analito
Isobutanol 126
Tabla 21: Inyecciones Realizadas en los Dias 1y 2 del Analito Isobutanol 127
Tabla 22: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito N-Butanol 133
Tabla 23: Estadisticos Obtenidos del Analito N-Butanol 133
Tabla 24: Parametros y Criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito N-
Butanol 134

vi



Tabla 25: Inyecciones Realizadas en los dias 1 y 2 del Analito N-Butanol
Tabla 26: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito Pentanol

Tabla 27: Estadistico Obtenido del Analito Pentanol

Tabla 28: Parametros y Criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito
Pentanol

Tabla 29: Inyecciones Realizadas en los dias 1 y 2 del Analito Pentanol

Tabla 30: Concentraciones de los Puntos Elaborados del Analito Isoamilico

Tabla 31: Estadisticos Obtenidos del Analito Isoamilico

Tabla 32: Pardmetros Y criterios de Aceptacion de los Estadisticos del Analito
Isoamilico

Tabla 33: Inyecciones Realizadas en los Dias 1 y 2 del Analito Isoamilico

135
142

142

143
144
150
150

151
152

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Agave lyobaa Garcia-Mend. & S. 5
Figura 2: Agave Angustifolia Haw 12
Figura 3: Agave Potatorum 12
Figura 4: Agave Rhodacantha 12
Figura 5: Agave Marmorata 12
Figura 6: Agave Karwinskii 12
Figura 7: Diagrama esquematico de un cromatografo de gases 30
Figura 8: Curvas de AEPT para tres gases portadores de uso habitual 31
Figura 9: Esquema de un inyector para columnas empaquetadas 33
Figura 10: Esquema de un inyector de “split” 35
Figura 11: Esquema de un inyector “on-column” 38
Figura 12: Sistemas de inyeccion de espacio de cabeza 40
Figura 13: Columnas empaguetadas para cromatografia de gases 41
Figura 14: Tipos de columna tubulares abiertas. 42
Figura 15: Detector de ionizacion de llama caracteristico 48

Figura 16.Modelo de calibracion de Eq. (1), asumiendo que la sefal registrada
proviene de la distribucion normal 61

Figura 17: llustracion del método de minimos cuadrados: la recta de calibracion
ajustada es la que minimiza la suma de cuadrados de todas las distancias verticales

ei. 63
Figura 18: Comparacién de €i con el residuo ei. 64
Figura 19. Distribucion alrededor de cero y nivel critico 74
Figura 20. Nivel critico de limite de deteccién para una probabilidad A. El riesgo de
cometer un falso negativo es del 50% 75
Figura 21. Nivel critico de limite de deteccién para A=B 76
Figura 22. Representacion grafica de las decisiones tomadas en funcion de la
concentracion (Currie 1968). 78
Figura 23.Rango dinamico y lineal de un método analitico. 80

Figura 24.Curvas de calibrado del perclorato en agua pura y en agua subterranea
(Harris 2016). 81

viii




Figura 25. Analisis aplicando el método de adiciones de estandar. Inicialmente en

cada matraz afiade el mismo volumen de muestra (5mL). se adicionan 0, 5, 10, 15,

20 mL de estandar. se afora a volumen final (por ejemplo 50 mL).

82

Figura 26 Valores Residuales del Analito Metanol

Figura 27 Diagrama de Ishikawa del Analito Metanol
Figura 28 Gréfico de Contribuciones en el Analito Metanol
Figura 29:
Figura 30:
Figura 31:
Figura 32:
Figura 33:
Figura 34:
Figura 35:
Figura 36:
Figura 37:
Figura 38:
Figura 39:
Figura 40:
Figura 41:
Figura 42:
Figura 43:
Figura 44:
Figura 45:
Figura 46:
Figura 47:
Figura 48:
Figura 49:
Figura 50:
Figura 51:

Linealidad del Analito 2-Butunal

Valores Residuales del Analito 2-Butanol

Grafico de Contribuciones del Analito 2-Butanol

Linealidad del Analito Propanol

Valores Residuales del Analito Propanol

Diagrama de Ishikawa del Analito Propanol

Grafico de Contribuciones del Analito Propanol

Linealidad del Analito Isobutanol

Valores Residuales del Analito Isobutanol

Diagrama de Ishikawa del Analito Isobutanol

Grafico de Contribuciones del Analito Isobutanol

Linealidad del Analito N-Butanol

Valores Residuales del Analito N-Butanol

Diagrama de Ishikawa del Analito N-Butanol

Grafico de Contribuciones del Analito N-Butanol

Linealidad del Analito Pentanol

Valores Residuales del Analito Pentanol

Diagrama de Ishikawa del Analito Pentanol

Gréafico de Contribuciones del Analito Pentanol

Linealidad del Analito Isoamilico

Valores Residuales del Analito Isoamilico

Diagrama de Ishikawa del Analito Isoamilico

Gréfico de Concentracion del Analito Isoamilico

102
106
108
110
110
116
118
118
123
124
126
126
130
132
134
134
139
141
143
143
147
149
151
151
155
157

ix



INTRODUCCION

Actualmente y debido al cambio de administracion en manos del Director actual
Abelino Cohetero, se busca llevar a cabo una actualizacion y remodelaciéon en el
sistema de procesos y equipo con los que cuenta actualmente el Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM) y tomando a consideracién de
los laboratorios que existen en la entidad de Oaxaca los cuales son dos niza navani
y extracta, por la problematica de la demanda por parte de los socios y realizar este

tipo de analisis fuera del estado tiene un costo mas elevado para los productores.

Con este trabajo se busca la validacion de la metodologia para la determinacién de
metanol y alcoholes superiores en base a la norma mexicana NMX-V-005-
NORMEX-2018 para el laboratorio de calidad del COMERCAM con la finalidad de
que en un proceso de acreditacion le permita cumplir con los pardmetros fijados por
la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA). asi también como la Cooperacion
Internacional De Acreditacion De Laboratorios (ILAC) por medio de propuestas
mejora continua, debido a que en todo momento es necesario la mejora continua

dentro de alguna organizacion o empresa.

La produccion de bebidas alcohdlicas a nivel industrial y artesanal, es el de mayor
demanda y consumo a nivel mundial, dia a dia se incrementan los consumidores de
este tipo de bebidas, desde las no destiladas como la cerveza, hasta las destiladas
como el mezcal (donde el contenido alcohdlico es elevado).

El consumo masivo y la generacion de ingresos de este tipo de industria, ha
provocado que en muchos lugares del mundo, se elabore de forma casera, bebidas
con alto grado alcohdlico a bajo precio, sin cumplir con las normas establecidas,
creando una serie de complicaciones que van desde financieras y legales, hasta los
de salud, ya que al no producirse dentro de industrias confiables que cuentan con
estandares de calidad, se elaboran productos que ponen en riesgo la salud y la vida

de las personas que las consumen, por la presencia de metanol, alcoholes



superiores, ésteres entre otros compuestos producidos durante la fermentacion
alcohdlica, los cuales son producidos durante la fermentacién siendo sustancias
indeseables o como producto adulterante a través de mezclas frias, estando
presentes como congéneres del etanol. Debido a la toxicidad que presentan estas
sustancias, no debe encontrarse en el consumo humano de forma pura o en
grandes cantidades, ya que puede provocar intoxicaciones que pueden ir desde la
ceguera permanente hasta cianosis, hipotension, coma y en el peor de los casos

muerte por insuficiencia respiratoria.

Para poder determinar cuantitativamente el contenido de estos alcoholes y otro tipo
de componentes se utiliza la cromatografia de gases, que es un método
instrumental el cual es utilizado en diferentes industrias, como parte del control de
algunas industrias tales como las industrias controladoras del medio ambiente,
control de hidrocarburos, andlisis de pesticidas, etc. y en este caso en especial nos
ayudard a desarrollar el método para la cuantificacion de metanol y alcoholes

superiores presentes dentro de las mezclas hidroalcohdlicas a examinar.

Xi



OBJETIVO GENERAL

Validar la metodologia para la determinacion de metanol y alcoholes superiores en
base a la norma NMX-V-005-NORMEX-2018 por cromatografia de gases para el
Laboratorio de calidad COMERCAM.

Xii



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la curva de calibracion estandarizada, los limites de deteccion y
de cuantificacion, necesarios para la validacion de un método.
Estandarizar la curva de calibracion, los limites de deteccion y de
cuantificacion, necesarios para la validacion de un método
Determinar los pardmetros de desempefio para la verificacion del método
para cada una de las sustancias.
Evaluar los siguientes parametros de desempefio para la verificacion del
método:

a) Linealidad

b) Intervalo de Trabajo

c) Limite de cuantificacion

d) Repetibilidad

e) Precision intermedia

f) Recuperacion

g) Sesgo

h) Incertidumbre

xiii



JUSTIFICACION
El Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM),

actualmente dentro de sus programas a implementar busca que los métodos
establecidos ante las normas NMX-EC-17025-IMNC-2018, NMX-V-005-NORMEX-
2018, para el uso, manejo y certificacion ante la Entidad Mexicana de Acreditacion
(EMA) del cromatografo de gases del laboratorio de calidad.

Con la finalidad de mejorar la implementacion del area de recepcion de muestras
para la atencién de los socios del Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del
Mezcal (COMERCAM), y asi teniendo un mejor servicio de recepcion y organizacion
dentro del laboratorio de calidad con lo que se mejora la linea de analisis de estos
para los procesos tales como Azucares Reductores Totales (ART), Cromatografia de
Gases siendo estos los beneficios para la implementacion de la acreditacion del
laboratorio de calidad ante la entidad correspondiente ya que no cuentan con este

servicio actualmente dentro del organismo.
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CAPITULO 1 MARCO TEORICO
1.1 AGAVE

Los agaves en México son uno de los simbolos de nuestra cultura, tradiciones y
costumbres. Pertenecen al grupo de plantas que nos representan, pues de la
especie Agave tequilana Weber se obtiene el tequila, una de las bebidas que nos
caracteriza como mexicanos el cual es hasta su definicion un fermentado de agave
(Mezcal) aunque solo con una zona geografica distinta (Guadalajara). Es comun
encontrarse a estas plantas en jardines, parques, avenidas o a un lado del camino
cuando se viaja por carretera. Se ha reportado que en Meéxico existen

aproximadamente 330 especies de agave.

Los Agaves son plantas que pertenece a la familia Agavaceae, debido a sus largos
ciclos bioldgicos (7 a 12 afios), son plantas multianuales que forman parte del
paisaje natural y rural de las poblaciones donde crecen. Estas plantas son
aprovechables antes de la floracion; por lo tanto, se inhibe la reproduccion sexual
cortando el eje floral, para asegurar que en el tallo y la base de las hojas se
almacenen los polisacaridos (Diaz, 2000).

Las especies de agave también son conocidas por sus usos. Entre ellos destacan la
fabricacion de canastas, sacos, cordeles, entre otros, a partir de la fibra de especies
como Agave fourcroydes Lem., Agave sisalana Perrine, y el Hibrido H11648 (Agave
angustifolia Haw. x Agave amaniensis Trel. & W. Nowell) x Agave angustifolia.
También son empleados para la elaboracién de bebidas alcohélicas como el tequila
que se produce a partir de A. tequilana Weber var. (forma) azul o los mezcales a
partir de Agave rhodacantha Trel. o Agave potatorum Zucc.; de igual manera, se
han empleado en la medicina tradicional pues de A. fourcroydes se han identificado
sapogeninas esteroidales con propiedades antiinflamatorias, antiparasitarias o
hemoliticas; otro producto obtenido a partir de A. tequilana es la miel de agave que
puede ser empleada como un sustituto de azlcar; y por ultimo, son por excelencia

plantas de ornato y en este contexto, se ha reportado que en México existen



aproximadamente 330 especies de agave, muchos de los cuales poseen gran
potencial horticola que ha sido fundamentalmente subexplotado. Debido a esta
extensa variedad de productos obtenidos a partir de estas especies, es importante
preservarlas para continuar disfrutando de ellas.

La conservacion de la reserva genética (ADN) es necesaria para la subsistencia de
las plantas pues en ellas se encuentra la informacién para el desarrollo de la planta,
la morfologia, el apoyo para combatir enfermedades o plagas, el ciclo de vida y las
futuras adaptaciones a condiciones climaticas distintas, ademas de que es
necesario que exista una variacion genética para que posean capacidad evolutiva.
Para ayudar a la conservacion de los agaves uno de los puntos indispensables es
generar la informacién sobre la organizaciéon y composiciéon de su genoma. Se sabe
gue estas especies contienen 7.5 pg (haploide) de ADN, que su numero béasico
cromosomico es n=30 y que existen especies poliploides, es decir, con juegos
extras de cromosomas. Sin embargo, aun se tiene mucho que explorar en los

genomas de estas especies.

1.1.2 DESCRIPCION TAXONOMICA

Los agaves o magueyes son plantas xerdéfitas y presentan modificaciones o
especializaciones morfoldégicas como una estrategia para sobrevivir en ambientes
desérticos, aridos o0 secos. Son plantas perennes, con hojas dispuestas en espiral y
arregladas en rosetas en el apice de un tallo, esta estructura permite que el agua en
forma de lluvia o de rocio sea captura y dirigida hacia el suelo y las raices; el tallo es
el principal érgano de almacenamiento de agua y carbohidratos de reserva. Las
hojas por lo general son suculentas, fibrosas y carnosas, su forma varia de linear a
lanceolada u ovalada, y los margenes exhiben una gran diversidad morfolégica pero
casi siempre tienen una espina al final del apice. Las hojas le permiten el
almacenamiento de agua y estan asociadas a otras adaptaciones como una cuticula
gruesa, la acumulacién de cera y la presencia de estomas complejos que las
protegen y evitan la pérdida de agua. Ademas, presentan sistemas de raices

superficiales que permiten la captacion eficiente de pequefias cantidades de agua y



presenta el metabolismo acido de las crasulaceas, en el que el CO2 se almacena en
forma de acidos organicos en la vacuola y durante el dia, éste se incorpora a la
fotosintesis, por lo tanto, la transpiracion es menor y da como resultado ganancias

en carbono perdiendo lo minimo en agua.

Hasta el momento no se cuenta con una clasificacién para todas las especies del
género Agave. El Unico trabajo reportado en el que se clasificaron las especies de
Norteamérica es el realizado por Gentry en 1982, en dicho trabajo propuso una
clasificacion a partir de las caracteristicas morfolégicas de la inflorescencia; clasificd
dos subgéneros que denomind Littaea y Agave. A su vez, estos subgéneros se
encuentran divididos en secciones, el subgénero Littaea tiene ocho secciones con
aproximadamente 54 especies y el subgénero Agave cuenta con doce secciones
con aproximadamente 136 especies. Sin embargo, es necesario seguir generando
informacion que permita actualizar esta clasificacion. A pesar de la gran importancia
que implican los agaves en México son pocos los grupos de investigacion que
apoyan con la generaciébn y busqueda de informacion. Es importante juntar
esfuerzos para el estudio y comprension de cémo los factores ambientales, la carga
genética, el uso de estas especies, qué propicia la generacion de especies con
diferentes niveles de ploidia y muchas otras preguntas que hacen que estas

especies sean muy interesantes.

Los agaves son plantas perennes, con hojas dispuestas en espiral y arregladas en
rosetas en el apice de un tallo, el cual puede ser corto y apenas sobrepasar unos
centimetros del suelo, o bien, ser largo y erecto (en este caso llega a medir hasta
tres metros de altura); en varias especies el tallo se dobla hacia el sustrato y repta
sobre el suelo o las rocas por lo que es dificil observarlo, ya que pueden surgir
rosetas a lo largo y, ademas quedar cubiertos por las hojas secas. Las hojas por lo
general son suculentas, fibrosas, con la base dilatada y carnosa; su forma varia de
linear a lanceolada u ovada; las de las especies mas pequefias no sobrepasan
veinte gramos de peso, mientras que las de los magueyes pulqueros son las mas

grandes del género, llegando a pesar mas de treinta kilos cada una. El nUmero de



hojas varia, de cinco a diez en Agave Gypsophila y Agave Nizandensis, hasta de
150 a 200 en Agave Rhodacantha. Los margenes exhiben una gran diversidad
morfoldgica, los dientes corneos (en la mayoria de las especies) sobresalen como
proyecciones de tejido, o bien se ubican sobre una banda cérnea continua, mientras
gue en otras es filifero y se desprende en delgadas fibras o bien muestra dientecillos
microscopicos, semejantes a filosas sierras. La hoja casi siempre tiene una espina
al final del 4pice que puede medir desde algunos centimetros. El envés muestra la
huella de los dientes de la hoja que le antecedid, lo que es muy notorio en las
especies con hojas suculentas. El color de las misma se presenta en tonos de verde

y glauco o amarillos rojizos o violetas.

La edad de los agaves se puede llegar a ser una razon de estudio ya que muy
pocos trabajos abordan el tema, las especies grandes alcanzan su madurez entre
los 7 a 10 afos, mientras que las pequefias especies lo hacen después de crecer
entre cuatro a cinco afos. La inflorescencia que surge del meristemo apical del
maguey suele ser desproporcionada en relacion con el tamafio de la planta; es de
apariencia espigada en el subgénero Littaea y racemosa o paniculada con racimos
laterales compuestos en el subgénero Agave. El pedunculo floral tiene bracteas que
se reducen en tamafio desde la base hasta el apice. Las flores tienen diferentes
grados de suculencia, son bisexuales, tubulares con ovario infero, poseen seis
tépalos de coloracién verdoso-amarillenta en muchas especies, aunque las hay de
color amarillo intenso y rara vez tiene tonos rojizos o violetas; los estambres son
seis, muy largos, ya que sobrepasan a los tépalos, al igual que el estilo. En base del
tubo se disponen tres nectarios que producen abundante néctar y fragancia que se
perciben a cierta distancia. Las flores son protandricas, es decir, los estambres se
desarrollan y maduran antes que los capelos. El fruto es una capsula seca,
trilocular, con semillas dispuestas en dos hileras por loculo, que son negras

aplanadas y rodeadas por un ala corta en su parte distal redondeada.

Son varias las caracteristicas de los agaves que les permiten evitar una excesiva

transpiracion; una reduccion en la superficie que transpira en relacion con el



volumen total del 6rgano, la presencia de una cuticula gruesa en la epidermis de la
hoja, la cual acumula una cera en la superficie y la presencia de estomas de
naturaleza compleja que aseguran una proteccion adicional contra la evaporacion
durante los periodos de sequia. El excesivo calentamiento de la lamina foliar
disminuye con el arreglo de las hojas en el espacio (filotaxia) y la orientacion
favorece la sombra de unas sobre las otras. El bandeo de las hojas con segmentos
alternantes claros y oscuros se debe a las variaciones en el grosor de la cuticula y
aparentemente, se origina por condiciones irregulares de crecimiento, que

dependen de las condiciones climaticas.
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FIGURA 1: AGAVE LYOBAA GARCIA-MEND. & S.

1.1.3 CLASIFICACION
El sistema de clasificacibn mas reciente, a un nivel infragenérico, fue elaborado por
gentry en 1982; sin embargo, su obra sélo incluye los agaves de Norteamérica

continental, dejando fuera las especies del Caribe y Sudamérica. Gentry presenta los



resultados de un intenso trabajo de campo en el que observo, analizd, colectd y
preparé ejemplares de herbario. En la delimitacion de las especies emplea
caracteres morfolégicos, proporcionando descripciones detalladas de las plantas,
discute la variacidbn en las poblaciones y menciona los complejos taxondmicos,
tipificando, ademas, cada taxdn, con lo cual resuelve numerosos problemas de
nomenclatura. Sefiala asimismo areas de distribucion, caracteristicas del habitat,
aspectos fenoldgicos, usos de las especies y presencia de compuestos secundarios.
Muchos taxones se ilustran o se observan mediante fotografias en la naturaleza.
Colect6 méas de 900 especimenes de herbario para sustentar sus conclusiones. Con
base en este importante trabajo, se han descrito posteriormente quince nuevas
especies de varias partes de la republica. Gentry organiz6 el género por sus
caracteristicas florales y vegetativas, dividiéndolo en dos subgéneros, con base en el
tipo de inflorescencia y la disposicion de las flores. El subgénero Agave esta dividido
en doce grupos con 83 especies, y el subgénero Littaea en ocho grupos con 53
especies. El grupo no es una categoria taxondémica de acuerdo con el Codigo de
Nomenclatura Botanica, sin embargo, su uso le permitié agrupar especies de una

manera practica. (Garcia-Mendoza, 2002)

Actualmente, la taxonomia de Agave dista de estar completa. Ha habido propuestas
de cambios en la nomenclatura y en la estructura de varios taxones, se siguen
describiendo nuevas, se siguen describiendo nuevas especies que han hecho crecer
los grupos, pero no se ha avanzado en la delimitacion de los mismos. Las nuevas
propuestas de subdivision tendran que considerar todas las especies del género para
formarse una idea adecuada de sus limites. A esto contribuye favorablemente una
mejor exploracion del territorio nacional, lo cual ha redundado en un conocimiento
bioldgico mas detallado, mejores colecciones de plantas vivas y herbario, que es la
base de estudios taxondmicos, biogeograficos, etnobotanicos, bioquimicos y
moleculares. A este respecto, el Instituto de Biologia de la UNAM posee las mejores
colecciones a nivel nacional: la de plantas vivas en el Jardin Botanico y la de
ejemplares herborizados, depositados en el herbario Nacional MEXU. Ambas

colecciones fueron enriquecidas durante las décadas de 1980 y 1990, y lo siguen
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siendo en lo que va del presente siglo. El jardin Botanico tiene mas de 60% de las
especies de México, mientras que en MEXU esta el 100% de los taxones, hay
duplicados de mas de 90% de los ejemplares herborizados por gentry, asi como
nuevos ingresos realizados por otros colectores; todo esto ha aumentado las
colecciones, llegando a mas de cinco mil especimenes, lo cual significa que la

institucion tiene la mejor coleccion de agavaceas de México a nivel mundial.

La biologia molecular es una herramienta que permite visualizar de otra manera la
clasificacion de los organismos y, en el caso de Agave, se han iniciado estudios que
permitiran iniciado estudios que permitirdn tener una mejor comprension, no solo a
nivel subgenérico, sino también intergenérico, ya que su delimitacién con respecto a
los géneros herbaceos cercanos, como Manfreday Polianthes ain no ha sido
resuelta. Todo esto nos permite seguir adentrandonos en el conocimiento de estas

plantas emblematicas de nuestro pais. (Gentry, 1982)
1.1.4 ORIGEN

En los agaves, al igual que en la familia agavaceae, el nimero cromosémico béasico
(x) y el haploide (n) suman 30 (2n = 60), por lo que se consideran organismos
paleopoliploides, esto es, que a partir de estos nimeros cromosoémicos se pueden
desarrollar poliploides secundarios o noepoliploides, es decir, especies con nimeros
gaméticos que son multiplos de numero basico actual (x = 30). Los agaves tienen
cariotipos bimodales altamente asimétricos (cinco cromosomas largos y veinticinco
cortos), caracteristica que podria estar asociada con una gran especializacion
morfologica y ecoldgica. Existen poca informacion sobre especiaciéon en el género.
Los mas importantes son de tipo genético y presuponen que la especiacion se puede
llevar a cabo mediante neopoliploidia, hibridacién por anfiploidia, rearreglos

cromosomaticos y mutaciones puntuales y reproduccion vegetativa.

La neopoliploidia es un fendbmeno muy extendido en las plantas; se puede originar
por autopoliploidia (interespecifica). En Agave los multiplos del nUmero cromosémico
(x), son 3x, 4x, 5x, 6x, y 8x, por lo que entre las especies poliploides se encuentran

Agave ornithobroma, que es triploide y tiene un nimero cromosoémico de 2n = 3x
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=60; Los poliploides en Agave pueden formarse por medio de gametos no reducidos
y tienen ventajas sobre sus parientes diploides, ya que originan nuevos fenotipos con
una mayor capacidad de adaptacion y respuesta a ambientes extremos, lo que
puede contribuir al éxito de los poliploides en la naturaleza o en su seleccion y uso
en la agricultura, como es el caso de los clones triploides de Agave angustifolia,

seleccionados por los productores de mezcal en el estado de Oaxaca. (Nobel, 1988)

La hibridacion por anfiploidia se origina entre dos especies que viven en las mismas
areas, esto es, por simpatria; tenemos asi que agave x arizonica es un hibrido de
Agave chrysantha y A. toumeyana ssp. bella. Este fenbmeno se ha documentado en
la naturaleza, en donde se ha encontrado individuos con caracteristicas morfolégicas
intermedias de sus parentales, crecen donde las areas de distribucién se
sobreponen, los periodos de floracion son simultdneos y por lo general presentan

bajos porcentajes de polen y de semillas fértiles.

En las especies que se reproducen vegetativamente no se da la recombinaciéon
genética y se creia que los descendientes eran genéticamente homogéneos, pero se
ha demostrado cierta variabilidad genética transmitida via la reproduccion asexual.
Se considera que en los agaves los procesos de hibridacion, poliploidia y
reproduccion vegetativa son una estrategia evolutiva importante. Los procesos de
especiacion implican cambios rapidos en el genoma debido a la hibridacién y a la
neopoloploidia, por lo que es posible considerar que el género se encuentra en una
etapa de evolucién activa, con un alto grado de afinidad genética entre las especies.
La alopoliploidia ocurre muy facilmente entre taxa, ya que las barreras al
entrecruzamiento no existen o son muy débiles, loque hace que en la naturaleza se
observen poblaciones polimoérficas con una serie de hibridos interespecificos o
intersubgenéricos. Las barreras al entrecruzamiento se dan por aislamiento espacial
o temporal en la floracién, sin embargo, es necesario aclarar que el conocimiento

sobre los procesos de especificacion en Agave es limitado.



1.2 CULTIVO Y USOS

Los agaves se reproducen de manera sexual y asexual. La reproduccion sexual se
logra mediante la polinizacion que efectdan algunos animales, principalmente
murciélagos nectarivoros y, en menor grado, insectos diurnos y nocturnos
(palomillas, abejas, abejorros) y aves (colibries, aves percheras). Los agaves con
inflorescencias paniculadas (subgéneros agave) son polinizadas por los murciélagos
Leptonycteris curasoae, L. nivalis, Choeronycteris mexicana y Glossophapa sp.,
mientras que los agaves son inflorescencias espigadas (subgénero Littaea). Son
polinizadas principalmente por insectos, o que hace que la transferencia de polen
de una flor a otra sea nocturna en los magueyes polinizados por murciélagos y

diurna en los magueyes polinizados por insectos o aves.

En el maguey pulguero (Agave salmiana), el espadin (A. angustifolia), el blanco (A.
americana), el papalometl (A. Potatorum) y el de cerro (A. aspérrima), el sistema de
reproduccion es de tipo semélparo o monocarpico, es decir, las plantas mueren
después de reproducirse; la semelparidad es una forma de reproduccién poco
comun en las plantas con flores y pudo haber evolucionado debido a la altura de la
inflorescencia, ya que las flores a mayor altura son mas atractivas para los
polinizadores; subsecuentemente, al incrementar las plantas progresivamente su
esfuerzo reproductivo, los recursos asignados al despliegue floral alcanzaron un
maximo, causando la muerte de la planta. Otras especies pueden ser consideradas
iterOparas o policarpicas, pues sélo muere la roseta que tiene la inflorescencia, pero
no el individuo; es el caso del cacalotentli (Agave Angustiarum), las gallinitas (A.
stricta) y el maguey chamula (A. chiapensis). Hay también plantas que son
solitarias, cuya roseta muere varios meses después de haber fructificado, porlo que
durante largo tiempo las hojas se conservan turgentes, como en el socolume (Agave

Applanata) y el maguey escobeta (A. Convallis).

La produccion de frutos y semillas es grande en los agaves; algunas inflorescencias,
como las de Agave Deserti, producen hasta 65 000 semillas, y una vez maduras son

dispersadas por el viento. Son también el alimento de numerosas lavas de insecto,



que las horadan a la altura donde se encuentra el embridon y las substancias de
reserva, por lo que es comun observar grupos de semillas huecas y adheridas entre
si; y una vez en el suelo son también el alimento favorito de una gran cantidad de

insectos, como las hormigas.

La mayoria de los agaves se propagan de manera asexual, produciendo clones en
diferentes partes de la roseta o la inflorescencia. Los hijuelos se desarrollan en la
base de la planta, o mediante estolones emergen a alguna distancia de la madre,
producen raices y, con el tiempo, crecen de manera independiente. Los hijuelos
intrafoliares se originan entre las hojas de la roseta y se desarrollan cuando se
desprenden de la planta madre o ésta muere. Los bulbillos, en cambio, se originan

en la inflorescencia junto a las flores.

La produccion de clones es un mecanismo que permite a las plantas una mayor
capacidad de ampliar su area de distribucién; es el caso de Agave lechuguilla, cuyas
poblaciones en el altiplano mexicano cubren vastas extensiones de terreno. Agave
deserti y Agave cerulata dependen casi por completo de la reproduccién vegetativa
y, aunque producen abundantes flores y semillas, el establecimiento de las plantulas
es un fendbmeno raro debido a que ésta es la fase mas vulnerable en el clico de la
vida de los agaves, pues tienen una cantidad para absorber agua y estan expuestos
a grandes variaciones de temperatura en la superficie del suelo, por lo que
dependen de manera critica de plantas nodrizas; ademas, constituyen un alimento
suculento y nutritivo para los insectos. En 1992, Nobel document6 que tras 29 afios
de observar plantas de Agave deserti, Unicamente se establecieron diecisiete

plantulas en un area en donde habia 2900 recetas.

Entre las plantas mas conspicuas del paisaje mexicano, en especial de las zonas
aridas y semiaridas de México estan los Agaves o Magueyes los cuales son plantas
tropicales de usos multiples entre los cuales destaca su utilizacién para obtencién
de licores, el empleo artesanal de la fibra de sus hojas y la aplicacion tradicional en
la medicina, siendo considerados especies clave en esas regiones, tanto por su

abundancia como por la cantidad de recursos que proporcionan a otros organismos.
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En México, los agaves han tenido y tienen una gran importancia econémica, cultural
y religioso para humerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado
durante siglos como fuente de alimento, bebidas, medicina, combustible, cobijo,
ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono, construccién de viviendas y

elaboracion de implementos agricolas, entre otros usos.

1.2.5.1 ESPECIES DE AGAVE PARA ELABORACION DEL MEZCAL.

La calidad e identidad de cada mezcal la definen las materias primas, procesos de
transformacion y contextos culturales de consumo. Cada tipo de maguey sea dulce,
aromatico o 4cido lo vuelve un abanico de posibilidades de diversas condiciones de
altitud, clima y suelo, gracias a la compleja topografia de nuestro pais. La cuidadosa
seleccion y cosecha de plantas, junto al conocimiento y técnicas de elaboracién de la
bebida, integran la experiencia, saber hacer de cada regién que hace del mezcal una

bebida espiritual.

TABLA 1 VARIEDAD DE AGAVES UTILIZADOS EN LA ELABORACION DEL MEZCAL

IMAGEN DESCRIPCION SEGUN LA ESPECIE

11




FIGURA 2: AGAVE
ANGUSTIFOLIA HAW

]

Agave Angustifolia Haw

También conocido como el maguey espadin. Es el maguey
de mas amplia distribucion, ancestro del maguey azul
tequilero y del henequén.
chelem (maya), doba-yej (zapoteco: maguey de flor),
hamoc(seri), juya cuu (mayo: mezcal del monte), yavi incoyo
(mixteco), amole, bacanora, maguey de campo, espadilla,
espedin, mezcal, zapupe.

Papalometl (Agave Potatorum).

Conocido también como tdbala, es uno los magueyes
silvestres mas apreciados para mezcal en Oaxaca, bilia,
dob-bé, dob-la, tébala (zapoteco),papalometl (nahuatl:
maguey mariposa), yauiticushi (mixteco), maguey de monte.

FIGURA 4: AGAVE
RHODACANTHA

Agave Rhodacantha

También conocido como el maguey mexicano.

Su belleza y solitaria presencia en las tierras altas le valieron
el nombre de “mexicano”. Quixe, mexicano, mezcal, maguey
de monte.

UR 5: AGAVE

(Agave Marmorata) también llamado tepextate. Su hermosa
inflorescencia tiene importantes usos ornamentales vy
ceremoniales.

Tdu-cual (zapoteco), pitzometl (nahuatl), maguey de caballo,
curandero, tepeztate.

MARMORATA

FIGURA 6: AGAVE
KARWINSKII

(Agave Karwinskii) conocido como madrecuixe.
Propio de zonas aridas del sur y con numerosas variantes.
Al-mal-bi cuiish (chontal), bicuexe

FUENTE: Propia

1.2.1 ZONA GEOGRAFICA

El género Agave (sensu stricto) es endémico de América. De sus aproximadamente

200 especies, 150 se encuentran en México, mas 36 que pertenecen a categorias

infraespecificas, lo cual constituye un total de 186 taxones. La distribucion del

género abarca del sur de los Estados Unidos (con dos especies disyuntas en
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Florida) hasta Colombia y Venezuela. Esta area incluye todas las islas del Caribe,
desde las Bahamas de Aruba, Curacao y Trinidad y Tobago. Los paises con el
mayor namero de taxones son México, Estados Unidos, Cuba y Guatemala; los
demas tienen menos de ocho especies, cifra que representa menos del 3% del total.

En México, el género Agave tiene una amplia distribucion, se encuentra en mas de
75% del territorio; sin embargo, su distribucion es altamente asimétrica, hay
regiones que poseen mas especies que otras. Son muy diversos del centro y norte,
pero su numero disminuye drasticamente hacia las provincias himedas y célidas del
sur, por lo que su ausencia es notoria en estados como Tabasco, Campeche,
Quintana Roo, Oaxaca y Jalisco. Son abundantes en las provincias floristicas de las
Serranias Meridionales del centro de México, Sierra Madre Occidental, Altiplano
Mexicano, Peninsula de Baja California y Sierra Madre Oriental. Pero al subdividir
México en cuadrantes de un grado de longitud, el area de mayor riqueza
corresponde a un cuadrante ubicado en la provincia del Valle de Tehuacan-
Culiatlan, con quince especies. Es el area de mayor diversidad en México, pues no

s6lo conserva una gran riqueza de grupos taxondmicos, sino también filogenéticos.

El subgénero Agave estd conformado por mas de 103 especies, ocupa un area
mayor en la republica mexicana, y sus taxones tienen areas de distribucion mas

amplias, pero también la zona con mayor riqueza se ubica en el valle de Tehuacan.

El subgénero Littaea, constituido por 47 especies, cubre una menor superficie de
México y esta ausente en las peninsulas de Baja California y Yucatan. El area con
mayor diversidad corresponde a la barranca de Metztitlan, en el estado de Hidalgo.
A nivel estatal, los estados méas diversos son Oaxaca, con 37 especies, Puebla con
31, Sonora con 30, Querétaro con 26 y Durango con 24.

Hay un importante componente endémico en la diversidad de agaves en México. De
los 186, 129 son exclusivos del territorio mexicano correspondiente al 69%. El nivel
de endemismo puede ir desde aquellas especies restringidas al territorio, pero

amplia distribucion, como Agave Rhodacantha. Que se encuentra en mas de tres
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estados, hasta las microendémicas cuya distribucién se restringe de uno a tres
cuadros de un grado de latitud y longitud por lado. En esta categoria se hallan 88

taxones, 68% de las 129 endémicas de México.

Asi pueden ser especies localmente abundantes, pero en ocasiones se restringen a
algunas montafias o cafiones de algun rio. La provincia del Valle de Teotihuacan, en
los limites de Oaxaca y Puebla, con ocho especies microendémicas, es el area con
mayor riqueza en el pais, seguida de las montafias del este de Chiapas, en los
limites con Oaxaca. El alto grado de endemismo de especies que existe en México
se debe a la heterogeneidad del territorio y a las propiedades intrinsecas de cada
taxén, tales como su plasticidad genética, tolerancia ecoldgica, capacidad de
dispersion, germinacion de sus semillas, asi como a sus interacciones bidticas como
otros organismos, como los polinizadores, y a factores como los eventos historicos
gue han tenido lugar en Norteamérica, los cuales han influenciado la distribucion

actual de las especies.

Los tipos de suelos que favorecen el crecimiento de los agaves son diversos y
pueden ser tanto de origen igneo como sedimentario siendo principalmente calizas.
Esta diversidad de ambientes es uno de los factores que ha favorecido el gran

numero de taxones en México.

1.2.2 ANTECEDENTES
Los magueyes fueron una de las primeras plantas aprovechadas por los pobladores
de Mesoamérica para alimentarse, de lo cual se hallan restos en cuevas en el Valle

de Oaxaca, el de Tehuacan y en Coahuila

El empleo como alimento y fibras pervive en México desde hace por lo menos siete

mil afos.

Los grupos humanos que se establecieron en estas regiones desarrollaron uno de
los principales centros agricolas de Ameérica. Al aprovechar los magueyes, estos
pueblos hicieron de México su centro de domesticacion y diversificacion mediante la
seleccibn humana, pues los escogian por sus fibras, el aguamiel o las altas
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cantidades de azlUcares que les proporcionaba lo que posteriormente se
denominaria en nahuatl como mexcalli, es decir el tallo y bases de las hojas
(cabezas) cocidas. Es por esto que los agaves no solo tienen su maxima expresion
de diversidad morfologica, filogenética y evolutiva de México, sino también cultural,
ya que los seres humanos que lo han poblado han sabido aprovechar al maximo los

beneficios que producen.

Antes de la llegada de los espafioles los Agaves eran utilizados para la produccion
de azucares y fibras, los indigenas lo utilizaban como alimento en tiempos de falta
de maiz y otros insumos. Su uso decay6 cuando el cultivo de la cafia de azUcar
llegdé a América con los conquistadores y se empez6 a hacer mas relevante en la
obtencién de licores. Histéricamente ha sido utilizada desde épocas prehispanicas
para la produccion de licor, y éste se ha comercializado desde principios del siglo

XX tanto en México como en el mundo (Bautista, 2000).

Uno de los constituyentes principales de los Agaves son los polisacéaridos, razén por
la cual el pasado y presente de estas plantas estdn acompafiados por la obtencion
de alcoholes para la fabricacion de licores; sin embargo, el futuro pudiera estar
acompafiado por la obtencion de alcoholes para fabricar combustibles (Hernandez,
2012).

Las agavaceas, comunmente llamadas “magueyes”, forman parte de la familia de las
monocotileddneas, cuenta con nueve géneros y aproximadamente 330 especies y
encontrando nuevas especies que aun no son clasificadas o estudiadas, siendo
endémica del continente americano, las cuales se encuentran desde los limites de
Canada con los Estados Unidos de Norteamérica, hasta Bolivia, en Sudamérica,
incluyendo las islas del Caribe, siendo particularmente abundante en zonas
semiaridas, templadas y extremosas, y por ende menos abundantes en aquellas
tropicales, de ahi el que la mayoria de las especies estén adaptadas a ambientes
secos con fuertes fluctuaciones de temperatura y altos niveles de radiacion solar; las
otras, estan adaptadas a climas célidos y frios, asi como donde hay la alternancia de

ciclos lluviosos con secos(Berumen, 2009).
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1.3 BEBIDAS ALCOHOLICAS

Las bebidas alcohdlicas son aquellas bebidas que contienen alcohol etilico, también
llamado etanol. Podemos distinguir diversos tipos de bebidas alcohodlicas por su
modo de produccién, bien sea por fermentacién alcohdlica o destilacidon/maceracion

de sustancias generalmente fermentadas.

1.3.1 TIPOS DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

Bebidas alcoholicas fermentadas:

Las bebidas alcohdlicas fermentadas son aquellas bebidas que se obtienen tras
transformar en alcohol etilico los azlUcares que contienen determinadas frutas,
raices o granos de plantas. Mediante este proceso la concentraciéon de alcohol
nunca es superior a 17 g por cada 100 g de fermento de alcohol y habitualmente las
bebidas elaboradas mediante este proceso tienen un grado alcohdlico que oscila
entre los 5y 15 grados. Las bebidas alcohdlicas fermentadas mas conocidas (y mas

antiguas) son por ejemplo el vino, la cerveza o la sidra.
Bebidas alcohdlicas destiladas:

Las bebidas alcohdlicas son aquellas que se obtienen a través de un proceso
artificial llamado destilacién, por el cual se le aumenta a una bebida fermentada la
concentracion de alcohol etilico. Estas bebidas suelen tener un grado alcohdlico de

entre 17 y 45 grados y las mas conocidas son por ejemplo la ginebra o el vodka.
Bebidas alcohdlicas fermentadas mezcladas con destilados:

Las bebidas alcohdlicas fermentadas mezcladas con destilados son aquellas
bebidas, dentro de la estandarizacion se utilizan, destilados con mayor y menor
grado alcohdlico para estandarizar el producto, para que estas mezclas puedan
llamarse vinos su grado alcohdlico no debe ser mayor de 20 grados. Si, por el
contrario, es un destilado alcohdlico (un aguardiente) el que es mezclado con una

pequefia cantidad de vino, el resultado es llamado aguardiente.
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1.3.2 MEZCAL

El mezcal es una bebida alcohdlica tradicional de México, que se elabora de una
manera muy similar al tequila. El proceso comienza con la cosecha del agave
después de 7 afios de cultivo aproximadamente, en esta etapa las plantas son
cortadas de su base y la mayor parte de sus hojas son retiradas, obteniéndose las
pifias de agave, las cuales son cocidas en hornos o autoclaves. En esta etapa, los
polisacaridos, principalmente los de reserva (fructanos), son hidrolizados
térmicamente para obtener un jarabe rico en fructosa que, posteriormente se somete
a fermentacion alcohdlica con levaduras nativas o cepas seleccionadas, finalmente el
mosto con un contenido de etanol de 3- 6 % v/v aproximadamente se destila para

obtener el mezcal blanco o joven (Diario Oficial de la Federeacion,, 2017).

Mientras que, en el caso del mezcal, la Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2017
indica que se puede emplear en su elaboracion una amplia variedad de agaves,
siendo los mas utilizados: Agave angustiofolia, Agave esperrima, Agave weberi,
Agave potatorum y Agave salmiana. Otra diferencia importante entre el mezcal y el
tequila es su procesamiento, en el primero, generalmente es un proceso artesanal,
en cambio en el tequila se tiene un proceso tecnificado. También es importante
aclarar que las zonas geograficas que cuentan con Denominacion de Origen para el
mezcal estdn mas dispersas en el territorio mexicano, mientras que en el caso de
tequila es una regién mas reducida, lo que agrega un factor de variabilidad en la

elaboracion de mezcal en cada region.

El término mezcal (del nahuatl mexcalli, 'maguey cocido', de metl 'maguey’
e ixcalli ‘cocido’ y juntos quieren decir maguey cocido), la palabra agave proviene del
griego agavos que significa noble, admirable, término utilizado por Linneo en 1953 en
el documento Species Plantarum como consecuencia de las caracteristicas de la
planta de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana 070-SCFI-2016 Bebidas Alcohdlicas-
Mezcal-Especificaciones, se denomina mezcal a la bebida alcohdlica que se obtiene
por la destilacion y rectificacion de los mostos de jugo de agave preparados
directamente con los azucares extraidos de las cabezas maduras (pifias) de los
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agaves de las especies Angustifolia haw (Espadin), Potatorum zucc (T6bala), es apto
considerar otras especies de agave, siempre y cuando no sean utilizadas como
materia prima para otras bebidas con denominacion de origen dentro del mismo
estado del cual son provenientes y por ende cocidas y sometidas a fermentacion
para preparar una bebida alcohdlica. EI mezcal es un liquido de olor y sabor sui
géneris (Unico) de acuerdo a su tipo; es incoloro o ligeramente amarillento cuando es
reposado o afiejado en recipientes de madera de roble o encino. (Diario Oficial de la
Federal de México, 2016)

El mezcal tiene tres acepciones, en la actualidad:

« En su sentido primigenio, se refiere al alimento obtenido de la coccién del
tallo y de la base de las hojas de esta planta.

o Es el nombre comun de algunas especies de maguey o agave, en México.

« Es el nombre de una bebida alcohdlica tradicional mexicana, que puede
producirse en nueve diferentes estados del pais, elaborada a partir de
la destilacion del corazon del maguey.

Existen diferentes tipos de maguey, y cada uno produce una version diferente de
mezcal; una de las mas conocidas, aunque no responde exactamente a la definicion
tradicional del mezcal, es el tequila. En pocas palabras, el tequila es, en realidad, un
tipo de mezcal. La produccion del mezcal estd regulada por la Norma Oficial
Mexicana NOM-070-SCFI-2016.

La produccion del mezcal en su forma tradicional se lleva a cabo en las siguientes
etapas; recepcion de las pifias, coccion en horno de piedra y tierra, molienda,
extraccion del jugo, fermentado, destilacién, envasado y madurado en caso de ser
reposado o afiejado, este proceso es realizado en pequefias fabricas denominados
palenques. Siendo el mezcal obtenido de un proceso fermentado un liquido de olor y
sabor original, incoloro o ligeramente amarillento cuando este es reposado o

afiejado, o cuando es sometido a aboque (adicion de uno o mas productos naturales,
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saborizantes o colorantes permitidos en las disposiciones legales correspondientes

para suavizar su sabor) sin reposarlo o afiejarlo.

El mezcal se obtiene a partir de plantas de agaves pertenecientes a la familia
agavaceae. En México este género es muy diverso y estd representado por 136
especies de agave, sin embargo, es obtenida Unicamente a partir de unas cuantas
especies. La bebida es producida en diferentes estados de la Republica Mexicana,
estos cuentan con la denominacion de origen, tal es el caso de Michoacan, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Oaxaca, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. La mayor
produccion se da en el estado de Oaxaca a partir de mostos destilados de las
especies de agaves espadin (Angustifolia Haw) y del agave silvestre (A. Potatorum
Zucc.) (Colunga et al, 2006). En el estado de Oaxaca esta bebida es obtenida de
diferentes regiones, siendo los municipios de Yautepec, Santiago Matatlan Tlacolula,

Miahuatlan, Ejutla, Ocotlan, Sola de Vega y Zimatlan los mayores productores.
1.3.3 REGION DEL MEZCAL EN EL ESTADO DE OAXACA.

Los distintivos politicos que integran la Region del Mezcal son: Tlacolula, Yautepec,
Miahuatlan, Sola de Vega, Ocotlan, Ejutla y Zimatlan., en razébn de que en esta
region del estado de Oaxaca se concentran la mayor parte del inventario magueyero,
entre los cuales estan los productores de maguey, productores de mezcal,

envasadoras de mezcal.

1.3.4 PROCESO DE PRODUCCION DEL MEZCAL ARTESANAL EN EL DISTRITO
DE VALLES CENTRALES DE OAXACA

1.3.4.1 Descripcion del proceso de produccion del mezcal artesanal.

Para el proceso de produccion del mezcal es necesario tomar en cuenta las etapas
principales del proceso de produccién, asi como los factores fisicoquimicos que
influyen dentro del proceso, es de gran importancia tener en cuenta que para un
mezcal adquiera las caracteristicas organolépticas deseadas estos parametros

deben estar correctamente controlados.
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1.3.4.1.1 COSECHA O CORTE DEL AGAVE.

El cultivo de agave es realizada en determinadas condiciones donde se aprovecha
los nutrientes que le proporciona el suelo para su desarrollo, y el corte es necesario
realizarlo cuidadosamente tomando en cuenta que en la piel de la pifia se encuentran
unos compuestos llamados pectinas los cuales son carbohidratos estructurales de
las plantas, existen dos tipos: metoxiladas y las no metoxiladas, las primeros son las
que dan origen al metanol por la hidrélisis &cida, por esta razén es recomendable
que el corte de las pencas se realice cuidadosamente, las caracteristicas que los
productores toman en cuenta cuando realizan la jima es la edad de maguey que va
de 7 a 10 afos, como indicador de madurez, es una coloracion palida, amarillenta y
tendiente a rojiza, sus pencas tienden a ser menos rigidas y a doblarse, dando un

aspecto de planta marchita.
1.3.4.1.2 COCCION

El cocimiento tiene por objeto hidrolizar la inulina y transformar los azucares como la
fructosa y glucosa (monosacaridos fermentables). Sin embargo, el uso de altas
temperaturas puede degradar los azucares y formar compuestos no fermentables, lo
cual puede reducir el rendimiento del proceso, provocando una variacién en los
compuestos obtenidos, teniendo en cuenta que cada etapa del proceso debe ser
controlado para la obtencién de un mezcal que cumpla con las especificaciones de la

norma.

En temporadas de lluvia el tiempo de coccion se incrementa, aumentando los
problemas en el cocimiento de las pifias de agave, donde la falta de calor y la
transformacién de los azucares puede mermar la produccién del mezcal a los

productores.
1.3.4.1.3 MOLIENDA

Después de la coccion el agave procede a su disminucién de tamafio, por medio del
corte para la molienda, utilizando algun utensilio que ayude al productor. En el estado

podemos encontrar dos métodos de molienda: manual o por medio de un molino
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chileno (también conocido como molino egipcio). Con la molienda se consigue una
mejor utilizacion de los azucares durante la fermentacion, esto dependera también de
la calidad del triturado. Los azucares disponibles son mejor utilizados por las
levaduras para la transformacion de etanol, al tener menor area de contacto se
facilita el uso de estos azucares y al tener mayor area de contacto tardara un poco

mas para transformar estos azucares a etanol.

La fuente de azlcar caracteristica de los mostos de agave es la fructosa. Esta se
obtiene de un tipo especial de polisacaridos (la inulina), durante el proceso de

coccion (duran, et al, 2007).

La calidad de una bebida alcohdlica no solamente se basa en el cumplimiento de las
especificaciones de las normas oficiales vigentes, debido a que también se deben
considerar algunos factores subjetivos, entre ellos, el mas importante es la
aceptacion del consumidor en funcion de las caracteristicas sensoriales que percibe,
las cuales estan asociadas a la composicion de los productos, ya que la interaccion
de los componentes volatiles entre si y con los receptores sensoriales del
consumidor, producen las sensaciones sui generis de aroma y sabor (Tesevi¢, 2005).

El analisis de compuestos volatiles en bebidas alcohdlicas es un problema analitico
complejo, desde su aislamiento, caracterizacion e interpretacion de su efecto sobre
las caracteristicas sensoriales finales reportan que se han identificado
aproximadamente 800 componentes en vinos mediante técnicas de deteccion
olfatométrica y cromatografia de gases, de los cuales, se han identificado de 40 a 50
compuestos como los principales agentes responsables de la produccion de aromas.
Aun asi, la reconstitucion de bebidas alcohdlicas solamente se ha logrado en tres
clases de este tipo de bebidas (Ferreira, 2002). Sin embargo, la caracterizaciéon de la
composicion de bebidas alcohdlicas ofrece ventajas en su procesamiento y en sus
propiedades sensoriales finales, en la seleccion de cepas de levaduras por la
produccion de terpenos en la seleccion de barricas para los procesos de reposo y
aflejamiento y en el efecto de la region de cultivo de la materia prima sobre el
contenido de odorantes importantes (Carrau, 2005).
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El andlisis de componentes volatiles en bebidas alcohdlicas por cromatografia de
gases es complicado debido a que el agua y el etanol representan casi el 98-99% del
area de los picos cromatograficos, mientras que en el porcentaje restante se
encuentra distribuido en mas de un centenar de componentes (Sanchez-Arreguin,
2005).

1.3.4.1.4 GRADO ALCOHOLICO.

Es el volumen de alcohol etilico expresado en centimetros cubicos contenidos en
100cm3 de bebida alcohdlica, a una temperatura determinada. (Diario Oficial de la
Federacion, 2017)

1.3.4.1.5 GRADO ABSOLUTO.
Es el producto de multiplicar el grado alcohdlico, en Gay Lussac, por el volumen

medido en litros. Debe expresarse en litros. [ (Diario Oficial de la Federacion, 2017)]

1.3.4.1.6 GRADO ALCOHOLICO APARENTE.

Es el grado de una mezcla hidroalcohdlica pura, indicado por el alcoholimetro de Gay
Lussac a una temperatura diferente a la de referencia. La lectura de un grado
alcoholico aparente debe darse siempre indicando la temperatura a la cual dicha
lectura fue tomada. También se considera grado alcohdlico aparente la lectura
alcoholimétrica de una mezcla. En este caso, para determinar el grado alcohdlico
real, debe someterse a un proceso de destilacién, hasta obtener una, mezcla

hidroalcohdlica pura. (Diario Oficial de la Federacion, 2017)

1.3.5 NORMATIVIDAD PARA EL MEZCAL

De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2017, el mezcal es una bebida alcohélica
obtenida por destilacion y rectificacion de los mostos (0 jugos) preparados
directamente con los azucares extraidos de las cabezas maduras de los agaves,

mismas que son previamente cocidas y sometidas a fermentacion alcohdlica.

El mezcal es una bebida que cuenta con la denominacién de origen, el cual
comprende territorios protegidos en los estados de Durango, Guanajuato, Guerrero,

Oaxaca, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas.
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1.3.6 TIPOS Y CATEGORIAS DE MEZCAL DEFINIDAS EN LA NOM-070-SCFI-2016

La norma antes mencionada, considera dos tipos de mezcal, de acuerdo al

porcentaje de carbohidratos provenientes del agave utilizado en su elaboracion.

Ya que para sustituir a los carbohidratos que se necesita para llevar a cabo la
fermentacion, es posible utilizar cualquier otra fuente que nos proporcione estos

carbohidratos, de esta manera podremos tener como clasificacion lo siguiente:

Tipo I. Mezcal 100% Agave. Producto que se obtiene de la destilacion y rectificacion
de mostos preparados directa y originalmente con los azlcares de las cabezas
maduras de los agaves; previamente hidrolizadas o cocidas a fermentacion
alcoholica con levaduras (cultivadas o no). Este tipo de mezcal puede ser joven,

reposado o afejo y susceptible de ser abocado.

Tipo Il. Mezcal. Producto que se obtiene de la destilacion y rectificacion de mostos en
cuya formulacién se han adicionado hasta 20% de otros carbohidratos permitidos por

las disposiciones legales correspondientes.

De acuerdo con las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la
destilacion y rectificacion, el mezcal se clasifica en 3 categorias:

Mezcal afiejo o afiejado. Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso
de maduracién de por lo menos un afio, en recipientes de madera de roble blanco o

encino.

Mezcal joven. Producto obtenido por destilacion y rectificacién de mostos preparados
directa y originalmente con los azucares extraidos de las cabezas de agaves
previamente hidrolizadas o cocidas y sometidas a fermentacion alcohdlica con

levaduras (cultivadas o no).

Mezcal reposado. Producto susceptible de ser abocado que se deja por lo menos 2

meses en recipientes de madera de roble blanco o encino para su estabilizacion.
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1.3.6.1 TOXICOLOGIA DEL METANOL

El metanol (CH3OH) se denomina alcohol metilico o alcohol "de madera” por qué
originalmente se obtenia de la destilacion de esta materia prima en ausencia de aire.
Actualmente puede producirse a partir de gas natural, carbén, madera, e incluso de
residuos organicos (biomasa celulésica). Es el mas simple de los alcoholes y se
caracteriza por ser incoloro. Fue descubierto por Boyleen 1661 en el alquitran de

madera (Enciclopedia Larouse Tomo I, 1999)

1.3.6.1.1 METANOL COMO CONTAMINANTE EN BEBIDAS ALCOHOLICAS

El contenido de alcohol etilico en una bebida que no se haya sometido a controles de
calidad y sanidad, puede estar diluido o rebajado con metanol, un alcohol derivado
de la madera que al metabolizarse ocasiona ceguera permanente. Su ingestion
causa ceguera porque destruye irreversiblemente el nervio 6ptico y una dosis mayor

a 30 mL puede causar la muerte.

1.3.6.1.2 INTOXICACION POR METANOL

La contaminacion con metanol, se produce en el momento de la fermentacion de
jugos azucarados para la obtencion de bebidas alcohdlicas, en la cual, ademas de
etanol, se producen también cantidades variables de metanol y otros compuestos
volatiles (Katzung, 2000).

El metanol no es un producto de la fermentacion alcohdlica, ya que su presencia en
este tipo de bebidas se debe a la desesterificacion de las pectinas estearasas

presentes en las frutas.

El limite permisible de este alcohol segun las normas oficiales mexicanas NOM-142-
SSA1-1995 y NOM-053-SSA1-1193, es de 30.00 mg/100 mL de bebida cuando éstas
son destiladas y 30.00 mg/100 mL de alcohol cuando se trata de bebidas

fermentadas (Gilman, 2000).

La intoxicacion por metanol ocurre frecuentemente por via digestiva en el caso de

bebidas alcohdlicas adulteradas con alcohol desnaturalizado o por via respiratoria,
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digestiva o0 a través de la piel intacta en el caso de exposicion en ambientes

laborales, desde donde se pueden originar intoxicaciones graves y aun mortales.

El metanol se absorbe con rapidez en el cuerpo por inhalacién, por via oral y topica,
el metabolismo hacia acido férmico es rapido, y se oxida a dioxido de carbono por

una enzima dependiente de la presencia de acido fdlico.

La mayor parte de los métodos usados en la determinacion de metanol se basan en
su oxidacion a formaldehido y la posterior determinacion de este ultimo, aunque
actualmente por medio de la cromatografia de gases, es posible la determinacién del
metanol como tal (Enciclopedia Encarta Microsoft, 2000).

El alcohol metilico se absorbe por todas las vias (oral, dérmica y respiratoria),
aunque la absorcién por piel dificiimente pueda dar lugar a intoxicaciones agudas.

Con frecuencia se plantea el problema bajo la forma de intoxicacion cronica.

Su caracter irritante genera frecuentes lesiones de entrada, muy tipicas en la
contaminacion crénica por via respiratoria, como bronquitis crénicas, frecuentemente
con componentes asmatiformes, y alteraciones en la mucosa de las vias respiratorias

altas.

Puede provocar neumonia por aspiracion pulmonar. El metanol se distribuye
rapidamente en los tejidos de acuerdo al contenido acuoso de los mismos, ya que su
volumen de distribucién es de 0.6 L/Kg de peso. La mayor parte del metanol circula
en el agua plasmética. Una vez absorbido se dirige al higado donde sufre procesos
de oxidacion a una velocidad 7 veces menor comparada con las del alcohol
(Raymond, 1998).

1.3.6.2 ALCOHOLES SUPERIORES

Los alcoholes superiores son los que tienen mas de dos atomos de carbono. Tienen
sobre el organismo un efecto narcotico muy superior al del alcohol etilico. En los
destilados se encuentran en proporciones muy bajas, por lo que fisiolégicamente su

efecto es modesto.
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Se forman algunos durante la fermentacion alcoholica y otros como el 2-butanol se
forman durante la conservacion o ensilado, por lo que es un elemento que distingue

los aguardientes de orujo de los de vinos.

1.4 CROMATOGRAFIA DE GASES.

La cromatografia de gases es una técnica analitica rapida, precisa y exacta que tiene
un costo relativamente bajo y amplia aplicabilidad a las separaciones analiticas,
ademas brinda informacion cuantitativa acerca de las especies que separa en en la
cual, los componentes de la muestra, se distribuyen entre dos fases de diferente
naturaleza, como consecuencia de la variacion de velocidad que se establece al ser
arrastrados por una fase mévil, liquida o gaseosa, a través de una fase estacionaria,
sélida o liquida. (SKOOG & WEST, 2005)

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacién, es que se ponen en contacto dos fases
mutuamente inmiscibles. Una fase es estacionaria y la otra movil. Una muestra que
se introduce en la fase movil es transportada a lo largo de la columna que contiene

una fase estacionaria distribuida.

Las especies de la muestra experimentan interacciones repetidas (repartos) entre la
fase movil y la fase estacionaria. Cuando ambas fases se han escogido en forma
apropiada los componentes de la muestra se separan gradualmente en bandas en la
fase movil. Al final del proceso los componentes separados emergen en orden
creciente de interaccién con la fase estacionaria. EI componente menos retardado
emerge primero, el retenido mas fuertemente eluye al dltimo. El reparto entre las
fases aprovecha las diferencias entre las propiedades fisicas y/o quimicas de los

componentes de la muestra.

La cromatografia de gases es una técnica de separacion analitica que ha
experimentado un gran desarrollo desde sus inicios en los afios 50, se la utiliza en la

resolucién de diversos problemas en la industria, en la medicina, en la biologia y en
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el andlisis ambiental, convirtiéendose en la actualidad como una herramienta para el

control en una gran variedad de areas. (Valcarcel M, 1988)

La cromatografia consiste en la separacién de compuestos para poder identificarlos,
cuantificarlos y purificarlos, siendo una de las técnicas analiticas mas sensibles, la
cromatografia de gases, la misma que esta basada en un soluto gaseoso que es
transportado por una fase mévil gaseosa, la fase estacionaria suele ser un liquido no
volatil que recubre el interior de una columna, esta es la forma mas comun de
cromatografia de gases conocida como cromatografia de reparto gas-liquido, en
ocasiones la fase estacionaria contiene particulas sdélidas en donde el soluto puede

adsorberse, a esta técnica se la denomina cromatografia de adsorcidén gas-solido.

Los métodos para la determinacion de la concentracion de metanol y alcoholes
superiores en bebidas alcohodlicas son varios, desde los cualitativos que indican
ausencia o presencia, hasta los cuantitativos como la espectrofotometria y la
cromatografia de gases. La seleccion de un método para la cuantificacion es
bastante esencial para un laboratorio, y se debe seleccionar en funcion de la
sensibilidad del método.

1.4.1 TIPOS DE CROMATOGRAFIA

La fase movil puede ser un gas o un liquido, mientras que la fase estacionaria soélo
puede ser un liquido o un sélido dando lugar a la cromatografia de gases y a la
cromatografia liquida.

En la cromatografia liquida, cuando la separacion involucra predominantemente un
reparto simple entre dos fases liquidas inmiscibles, una estacionaria y la otra movil,

el proceso se llama cromatografia liquido-liquido (LLC).

Cuando en la aptitud retentiva de la fase estacionaria intervienen principalmente
fuerzas fisicas de superficie, el proceso se denomina cromatografia liquido-solido
(LSC, de liquidsolid chromatography) (o de adsorcion). Otros dos métodos de

cromatografia liquida difieren un poco en su modo de accion.

27



En cromatografia de intercambio i6nico (IEC, de ionic-exchange chromatography),
los componentes idnicos de la muestra se separan por el intercambio selectivo con

contra iones de la fase estacionaria.

En cromatografia de exclusion (EC, de exclusion cromatography), la fase
estacionaria proporciona una clasificacion de moléculas basadas en su mayor parte
en la geometria y el tamafio molecular. Este método también se llama cromatografia
de permeacion en gel, en la quimica de los polimeros, y de filtracion en gel, en la

bioguimica.

Cuando la fase movil es un gas, los métodos se llaman cromatografia gas-liquido
(GLC), y cromatografia gas-sélido (GSC). Los métodos que implican fases maoviles
gaseosas Yy liquidas, seran tratados en forma individual. Aun cuando hay pocas
razones fundamentales para estudios separados, las diferencias en las técnicas de

operacion y en el equipo justifican su analisis en capitulos individuales.
1.4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES.

La cromatografia consiste en una técnica de separacién, su gran capacidad para
resolver muestras complejas ha conducido a utilizarla cada vez mas como una
técnica analitica. Esta utilizacion, ha conducido al desarrollo de una instrumentacion,
que, utilizando siempre la separacién por elucion, puede operar en continuo, con
mayor eficacia para la separacion y con un mayor control de las condiciones
cromatograficas para incrementar la reproductibilidad de los resultados. de
compuestos para poder identificarlos, cuantificarlos y purificarlos, siendo una de las
técnicas analiticas mas sensibles, la cromatografia de gases, la misma que esta
basada en un soluto gaseoso que es transportado por una fase mévil gaseosa, la
fase estacionaria suele ser un liquido no volatil que recubre el interior de una
columna, esta es la forma mas comun de cromatografia de gases conocida como
cromatografia de reparto gas-liquido, en ocasiones la fase estacionaria contiene
particulas sélidas en donde el soluto puede adsorberse, a esta técnica se la

denomina cromatografia de adsorcion gas-solido.
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Entre las técnicas cromatograficas utilizadas con fines analiticos, la cromatografia de
gases es la técnica de mas amplia utilizacién; ninguna técnica analitica puede ofrecer
su capacidad de separacion o su sensibilidad a la hora de analizar compuestos
volatiles. Entre las técnicas cromatograficas utilizadas con fines analiticos, la
cromatografia de gases es la técnica de mas amplia utilizacidén; ninguna técnica
analitica puede ofrecer su capacidad de separacion o su sensibilidad a la hora de

analizar compuestos volatiles.

Por otra parte, el hecho de que con esta técnica las mezclas sean separadas en fase
gaseosa, establece los limites de su utilizacion, que estaran marcados

fundamentalmente por la estabilidad térmica de los compuestos a separar.

La utilizaciébn de la cromatografia de gases esta delimitada a la separacién de
compuestos de un peso molecular menor de 1000 a una temperatura maxima de
trabajo de aproximadamente de 400 °C; dentro de estos limites, como ya se

mencion®, la Unica limitacion existente sera la estabilidad térmica de la muestra.

Para realizar una separacion mediante cromatografia de gases, se inyecta una
pequefia cantidad de la muestra a separar en una corriente de gas inerte a una
elevada temperatura; esta corriente de gas, atraviesa la columna cromatogréafica que
separara los componentes de la mezcla por medio de un mecanismo de particion
(cromatografia gas - liquido), de adsorcion (cromatografia gas sélido) o en muchos

casos, por medio de una mezcla de ambos.

Los componentes separados, emergeran de la columna a intervalos discretos y

pasaran a través de un sistema.
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FIGURA 7: DIAGRAMA ESQUEMATICO DE UN CROMATOGRAFO DE GASES

Los componentes fundamentales de un cromatografo de gases, son:
a) Fuente de gas
b) Sistema de inyeccién
¢) Horno y columna cromatogréfica
d) Sistema de deteccion
e) Sistema de registro

Los principales componentes en un sistema de cromatografia de gases (Figura ) son:
gas portador, el puerto de inyeccion, el horno del inyector el horno que contiene la
columna, el horno del detector, el detector y el sistema de registro e integracion
siendo este un software computarizado. La velocidad de flujo del gas acarreador se
controla para asegurar tiempos de retencion reproducibles y minimizar las

variaciones y ruidos en el detector. (Diario Oficial de la Federacion, 2017)
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1.4.2.1 GAS PORTADOR:

Los gases portadores utilizados en cromatografia no afectan a la separaciéon ya que
no tienen ninguna influencia sobre los procesos de sorcion — desorcion o de particion
gue se produce en la columna, por lo que no afectan a la selectividad de esta; de
cualquier forma, los términos de difusion en la fase mévil de la ecuacion de Van
Deemter, si dependen de la naturaleza del gas portador, por lo que las curvas de
AEPT (Figura ) seran ligeramente distintas para cada tipo de gas, lo que a su vez
influira sobre la velocidad éptima de la fase movil y, en consecuencia los tiempos de

analisis.
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FIGURA 8: CURVAS DE AEPT PARA TRES GASES PORTADORES DE USO HABITUAL

Es el que cumple la funcién de fase mavil, el Helio es el mas utilizado, pero también
se utilizan otros como el Nitrégeno (N2), Hidrogeno (H), los mismos que vienen en
tanques presurizados con reguladores de presién, calibradores y medidores para
controlar la velocidad en el flujo y con una pureza mayor al 99.95% para evitar

alguna alteracion dentro de las corridas del cromatdgrafo de gases.

Al margen del efecto que la naturaleza del gas portador puede ejercer sobre la altura
de plato, la eleccion de uno u otro tipo de gas, estara determinada fundamentalmente

por el sistema de deteccidn utilizado.
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Como fuentes de gas portador se suelen utilizar cilindros de gas comprimido de
elevada pureza, capaces de suministrar una presion de gas adecuado y constante;
en muchos casos es necesario eliminar las trazas de impurezas que pueda contener
el gas (02 y H20 fundamentalmente) que puedan afectar al sistema cromatografico,

por medio de filtros adecuados.

El control de velocidad del gas portador a través de la columna, se realiza por medio
de valvulas que suministran un caudal constante (columnas empaquetadas) o que

mantienen constante la presion en la cabeza de la columna (sistemas capilares).

El horno de un cromatografo de gases, tiene como misién mantener la columna
termostatizada a una temperatura fijada a una gran presion (dentro de unos limites
de +1°C) por otro lado, es necesario que el control de termostatizacién del horno
permita incrementar la temperatura de este a una velocidad prefijada y constante
(trabajo de técnicas de temperatura programada), evidentemente, el primer requisito
es facil de cumplir, pero cuando se requiere trabajar con temperatura programada, el
horno debe cumplir una serie de requisitos tales como tener una escasa inercia
térmica (particularmente si es necesario realizar rampas de temperatura muy
rapidas) y poseer un sistema de control de temperatura muy sofisticado que incluya
la posibilidad de programar las posibles variaciones de temperatura del horno asi

como los tiempos a los que se han de realizarse.
1.4.2.2 SISTEMAS DE INTRODUCCION DE MUESTRAS

Los dispositivos de inyeccidbn de muestras para cromatografia de gases tienen la
mision de vaporizar la muestra a analizar e incorporarla a la corriente de gas portador
que se dirige hacia la columna. La vaporizacion e introduccion de las muestras en el

sistema, debe realizarse cumpliendo una serie de requisitos:
La vaporizacion de la muestra debe ser los mas rapida posible.

La vaporizacion debe realizarse sin discriminar ningin componente de la

muestra.

La muestra debe llegar a la columna como una banda lo mas fina posible.
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1.4.2.2.1 INYECTORES PARA COLUMNAS EMPAQUETADAS

La inyeccion de muestras en columnas empaquetadas no presenta problemas
particulares; este tipo de columnas admiten cantidades de muestra relativamente
elevadas, y la inyeccion de unos cuantos micro litros de muestra no conduce a una

disminucién apreciable de la eficacia de la columna.

La mayoria de los cromatografos comerciales utilizan las camaras de inyeccion

termostatizada (Fig).
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FIGURA 9: ESQUEMA DE UN INYECTOR PARA COLUMNAS EMPAQUETADAS

Un inyector esta formado por un blogue metalico, buen conductor de calor, provisto
de un sistema de calentamiento, un termostato capaz de mantener su temperatura
constante y un aislamiento térmico adecuado; en el interior de este horno, se
encuentra alojado el sistema de inyeccion (Fig 8). En este el gas portador,
previamente calentado, pasa de forma continua en el sistema, la muestra es
inyectada en el interior de la camara, por medio de una micro jeringa de precision, a
través de un diafragma perforable (septum) con capacidad de auto sellado en el
momento en que se retira la aguja; una vez inyectada la muestra, esta es vaporizada
de forma instantanea, mezclandose con el gas portador, en una camara de mezcla
(“liner”) construida de un material lo mas inerte posible (acero inoxidable, nique,
vidrio o cuarzo). Una vez vaporizada la muestra, es arrastrada rapidamente por la

corriente de gas portador en direccién a la columna.
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El disefio de la camara de inyeccion debe ser estudiado minuciosamente, el volumen
de la camara ha de estar proporcionado con el tipo de columna a utilizar para evitar
mezclas incompletas o bandas excesivamente anchas, en lo posible, es preciso
evitar la formacion de turbulencias en el paso de la camara de inyeccién a la
columna; se ha de evitar cuidadosamente la existencia de volimenes muertos, no
barridos por la corriente del gas portador, dentro de la camara para evitar
deformaciones de la banda de muestra, el volumen existente entre la camara de
inyeccién y la columna debe ser el menor posible para evitar ensanchamientos de
banda; la temperatura ha de ser homogénea en toda la camara de inyeccién para

evitar la discriminacion de alguno de los componentes de la muestra, etc.

El sistema de inyeccibn de la muestra de un cromatografo es un punto
extremadamente critico y la utilizacion de una técnica de inyeccion inadecuada o una
mala eleccién del sistema de inyeccion pueden echar a perder completamente la

capacidad de separacion de una columna.

Se usan microjeringas calibradas para inyectar la muestra en el septum de caucho o
silicona localizado en la cabeza de la columna, el mismo que se encuentra a una
temperatura sobre el punto de ebullicion del componente menos volatil de la muestra,

la cantidad a inyectar esta entre el 1ul hasta los 20 ul.

Existen algunos tipos de inyectores que permiten utilizar uno de los extremos de la
columna cromatogréafica como camara de mezcla. La introduccién de la muestra por
medio de este tipo de inyectores (inyeccion en columna), esta libre de muchos de los
problemas mencionados anteriormente, ademas de ofrecer ventajas adicionales tales

como permitir la utilizacion de temperaturas mas bajas para la vaporizacion.
1.4.2.2.2 INYECTORES PARA COLUMNAS CAPILARES

Los sistemas de introduccion de muestras utilizadas para trabajar con columnas
capilares, estdn basados sobre los mismos principios de los inyectores utilizados
para columnas empaquetadas, por lo que las consideraciones generales sobre ellos

siguen siendo validas. La diferencia fundamental entre los sistemas que utilizan
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columnas empaquetadas y los que utilizan columnas capilares, radica en que la
cantidad de muestra que estas ultimas pueden separar es mucho menor que en el
primer caso, por otra parte, las columnas capilares son muy afectadas por los
disolventes, de forma que los volumenes que se pueden inyectar en ellas son
extremadamente bajos, dado que no existen jeringas capaces de medir con precision
volumenes inferiores a 0.1 L, los inyectores utilizados para trabajar con este tipo de
columnas, ademas vaporizar la muestra y mezclarla con el gas potador, deberan ser

capaces de introducir en la columna sélo una alicuota de la muestra total inyectada.

Existen muchas mas técnicas de inyeccidbn para columnas capilares que para

columnas empaquetadas las cuales se describiran a continuacion.
1.4.2.2.3 INYECCION CON DIVISION DE MUESTRA

Este tipo de inyeccion (mas conocida como inyeccion “split”), es el mas sencillo de

los que se utilizan en cromatografia capilar.
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FIGURA 10: ESQUEMA DE UN INYECTOR DE “SPLIT”

El inyector “split” (fig. - 10), consta basicamente de los mismos elementos que un
inyector normal, con la Unica adicion de un sistema de division de flujo de salida de la
camara de mezcla. Por medio de este tipo de inyector, el flujo de gas portador que

pasa a través del inyector (y por lo tanto también la muestra vaporizada), se divide en
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dos; una parte es introducida en la columna y la otra escapa fuera del sistema a
través de una valvula de aguja que permite regular la porcibn mas pequefia de gas
gue es introducido en la columna. Dado que en este tipo de inyectores la mayor parte
del caudal del gas portador se dirige hacia la atmédsfera, la valvula de “split” dispone
de un sistema de apertura y cierre automaticos para que Unicamente permita la
salida de gas hacia la atmodsfera durante el proceso de inyeccion. El control de flujo
de gas portador que pasa a través de la columna, se realiza en este tipo de sistemas
manteniéndose constante la presion de la cAmara de inyeccion, lo que permite que el
caudal de gas que pasa a través del inyector pueda variar en funcién de que la

valvula de “split” esté abierta o cerrada.
Los inyectores de este tipo presentan dos inconvenientes:

La division de la muestra da lugar a que las cantidades de analito que son separadas
y llegan al detector sean muy pequefias, por lo que los limites de deteccién
aumentan bastante, lo que es un gran inconveniente a la hora de realizar analisis de

trazas.

Por otro lado, los inyectores “Split” pueden en algunos casos dar lugar a

discriminacion entre los componentes de la muestra.
1.4.2.2.4 INYECCION SPLITLESS

En la técnica de inyeccion “splitless”, la totalidad de la muestra inyectada es dirigida
hacia la columna, que se mantiene durante la inyeccion a una temperatura inferior al

punto de ebullicibn del componente mas volatil de la muestra.

La totalidad de la muestra inyectada, l6gicamente se condensa en la cabeza de la
columna, actuando en este caso el disolvente condensado en la columna a modo de
trampa donde se concentran los componentes a analizar (efecto solvente).
Transcurrido un tiempo adecuado, en el inyector una valvula de purga con el fin de
barrer a la atmdsfera el disolvente vaporizado que pudiera quedar en el inyecto; al
mismo tiempo, se comienza un programa de calentamiento de la columna para

realizar el analisis.
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La utilizacién de la técnica de “splitless” supone dos ventajas importantes, uno de
ellos que no existe division de la muestra, permitiendo un incremento notable en la

sensibilidad, por lo que es muy adecuado en el analisis de trazas.

Por otra parte, la reconcentracion de la muestra en la cabeza de la columna origina
que las pérdidas de eficacia debidas a una inyeccion inadecuada sean de mucha

menor importancia que en otras técnicas de inyeccion.

El disefio de un inyector de “splitless” es basicamente el mismo que el del inyector de
“split” (fig. - 10), pudiéndose realizar la purga del inyector a través de la valvula de
Split, ya sea a través de una valvula de purga adicional situada cerca del septum. La
mayoria de los inyectores de “split” comerciales, estan disenados para poder trabajar

también en modo “splitless”.
1.4.2.2.5 INYECCION EN COLUMNA

Uno de los principales problemas de los sistemas de inyeccion utilizados con
columnas capilares, es la posibilidad de discriminacién entre los componentes de la
muestra durante los procesos de vaporizacién de la muestra y paso de la muestra
vaporizada a la columna. La Unica forma de asegurarse que la muestra que alcanza
la columna corresponde al 100% de la muestra inyectada, realizando la inyeccion de

la muestra directamente en la columna.

Los sistemas de inyeccién en columna (normalmente conocido por su nombre en
inglés como “on-column”), han sido disefiados para posibilitar la introduccion de

muestras directamente en el interior de las columnas capilares.

La introduccion de una muestra por medio de una jeringa directamente en el interior
de una columna capilar (de 0.23 mm de diametro interno), requiere la utilizacion de
agujas extremadamente finas (suelen utilizarse agujas de silice fundida de 0.15 mm

de didmetro) que, en consecuencia, son incapaces de perforar un septum.

La caracteristica basica de un inyector “on-column” (fig. - 11), es la utilizacion de un
sistema de valvulas y tubos de guia que permitan la introduccién en el sistema de

una aguja extremadamente fina.
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FIGURA 11: ESQUEMA DE UN INYECTOR “ON-COLUMN”

El método de trabajo utilizado en la inyeccion “on-column” recuerda en alguna forma
al utilizado en la inyeccion “splitless”, la muestra es introducida directamente en la
columna, manteniéndose estd a una temperatura inferior al punto de ebullicion del

componente mas volatil de la muestra.

Una vez introducida la muestra, se inicia el programa de calentamiento de la columna

para proceder la separacion.

La gran ventaja que ofrece el sistema de inyeccion “on-column”, es que reduce la
discriminacion entre los componentes de la muestra practicamente a cero,
obvidndose ademés todos los problemas que presentan las restantes técnicas de
inyeccion.

1.4.3 COLUMNA CROMATOGRAFICA

Existen dos tipos de columnas las empaquetadas y las tubulares abiertas o capilares,
siendo las segundas las mas utilizadas en la actualidad de los analisis

cromatograficos por ser mas rapidas y con mayor eficientes. Las columnas varian de
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longitud desde 2 metros hasta 60 metros, son de acero inoxidable, vidrio, silice

fundida o teflon, son enrolladas a fin de que encajen en el horno.

La temperatura optima de la columna se la da en el horno, y depende del punto de
ebullicibn de las muestras y el grado de separacion necesario, en el caso de
muestras con un intervalo de ebullicibn amplio, frecuentemente se utiliza un
programa de temperaturas o comun mente llamado rampeo, en donde se incrementa

la temperatura de forma continua o escalonada, segun avanza la separacion.

Al igual que sucede en todas las técnicas cromatogréficas, la columna es el corazén
del cromatdgrafo de gases. Es necesario tener siempre presente que la columna es
el auténtico elemento de separacion de los componentes de la muestra, asi una mala
eleccion de la columna, una columna deteriorada o unas condiciones de trabajo
inadecuadas, nunca permitiran obtener buenos resultados aunque se disponga del
mejor equipo en el resto del cromatégrafo, siendo ademas las causas citadas las
responsables de la inmensa mayoria de los problemas que se encuentran a la hora

de realizar un andlisis por cromatografia de gases.
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FIGURA 12: SISTEMAS DE INYECCION DE ESPACIO DE CABEZA

Una columna para cromatografia de gases, esta formada por un tubo, que puede ser
de diversos materiales preferiblemente inertes, dentro del cual se encuentra la fase

estacionaria.

Esta puede ser un sdlido activo (cromatografia gas-sdlido), o con mayor frecuencia
un liquido depositado sobre las particulas de un sdlido portador (columnas
empaquetadas o de relleno) o sobre las propias paredes del tubo (columnas
tubulares abiertas).

1.4.3.1 COLUMNAS EMPAQUETADAS

Las columnas empaguetadas consisten de un tubo de vidrio o acero inoxidable con
un diametro interno que varia entre 2 y 5 mm y de una longitud que oscila entre 1 a
15 m, arrollado de una forma adecuada para introducir en el interior del horno del

cromatografo (figura 13).
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FIGURA 13: COLUMNAS EMPAQUETADAS PARA CROMATOGRAFIA DE GASES

En el interior del tubo, se dispone de la fase estacionaria bajo la forma de un liquido
soportado sobre un material adecuado finamente pulverizado, el didmetro de las
particulas de relleno debe ser, al menos, diez veces inferior al diametro del tubo, con
el fin de conseguir una buena uniformidad en su distribucion. El relleno se encuentra
confinado en el interior del tubo por medio de tapones de un material poroso de lana

de vidrio o lana de cuarzo situado en los extremos.

La longitud y consecuentemente la eficacia de las columnas empaquetadas se
encuentra limitada fundamentalmente por la caida de presién del gas portador entre

la cabeza y salida de la columna.
1.4.3.2 COLUMNAS TUBULARES ABIERTAS

Las columnas tubulares abiertas conocidas también como columnas capilares fueron
descritas inicialmente por Golay en 1957 y son las mas utilizadas debido a su gran
eficacia de separacion que proporcionan. Una columna tubular esta formada por un
tubo de vidrio o de silice fundida de un diametro comprendido entre 0.2 y 0.8 mm, en
cuya pared interna se dispone la fase estacionaria. Segun sea la forma en que se
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dispone la fase estacionaria sobre la pared del tubo, se distinguen basicamente dos

tipos de columnas (figura 14):

Seccién de Seccion de
columna WCOT columna PLO

FIGURA 14: TIPOS DE COLUMNA TUBULARES ABIERTAS.

a.- Columnas WCOT (Wall Coated Open Tubular). En este tipo de columnas
(que son de uso méas frecuente), la fase estacionaria se encuentra depositada

formando una pelicula liquida directamente sobre las paredes del tubo.

b.- Columnas PLOT (Porous Layer Open Tubular). En estas columnas la pared
interna del tubo esté recubierta por una capa de un soporte adsorbente; si a su
vez el soporte esta impregnado con una fase estacionaria liquida, las

columnas son denominadas SCOT (Support Coated Open Tubular).

Es evidente que la permeabilidad de las columnas tubulares hacia los gases es
mucho mayor que la de las columnas empaquetadas, del orden 100 veces mayor,
por lo que este tipo de columnas pueden tener una longitud bastante grade, son muy
frecuentes columnas de 50 m, sin provocar presiones excesivamente elevadas en la

cabeza de la columna.

El enorme uso que se hace de este tipo de columnas es debido fundamentalmente a
la elevada eficacia que ofrecen, son frecuentes valores de 30 00 a 50 00 platos frente
a los 2 00 a 4 000 de una columna empaquetada, entonces permite la separacion de
mezcla muy complejas con relativa facilidad; por otra parte, la gran eficacia de este

tipo de columnas permite conseguir buenas resoluciones sin recurrir a fases
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estacionarias de gran selectividad, lo que simplifica la eleccion de la fase

estacionaria.

El principal inconveniente de este tipo de columnas es su pequeia capacidad de
carga, lo que obliga a utilizar sistemas de inyeccion especiales para introducir
pequefias cantidades de muestra y detectores de muy alta sensibilidad, no obstante,
tanto las columnas SCOT como las WBOT de diametros mayores de 0.5 mm
(columnas “Wide Bore”) ofrecen una capacidad de carga suficiente como para poder
inyectar cantidades del orden de 1uL sin utilizar un splitter con una pérdida de

eficacia relativamente pequenia.

Las columnas de este tipo tienen una utilizacion muy alta en el campo de analisis de

trazas.
1.4.4 FASE ESTACIONARIA

La fase estacionaria en cromatografia de gases juega un papel fundamental, ya que
la fase movil es cromatograficamente inerte y las separaciones son debidas
exclusivamente a las interacciones especificas que se dan entre los componentes de

la muestra y la fase estacionaria.

Las propiedades de una fase estacionaria con frecuencia son contradictorias, por lo

gue no existe una fase estacionaria ideal.
Las propiedades que debe cumplir una fase estacionaria son:

Debe tener el rango de temperaturas de utilizacién lo mas amplio posible, idealmente
entre — 60 y 400 °C.

La presion de vapor debe ser lo mas baja posible.
Debe ser térmicamente estable.
Debe ser quimicamente inerte.

Debe tener baja viscosidad en las condiciones de trabajo.
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Debe mojar bien el soporte, presentando ademas una adherencia suficiente como

para que no sea arrastrada por la fase mavil.

Ademas de cumplir estos requisitos generales, la fase estacionaria debe ser selectiva
frente a los compuestos a separar, es evidente que no existe ninguna fase
estacionaria que cumpla con todos los requisitos anteriores, aunque para realizar
separaciones a temperaturas elevadas, la utilizacion de polimeros liquidos de

elevado peso molecular ofrece resultados bastante buenos.

A nivel molecular, la retencion del soluto por la fase estacionaria se debe a

cualquiera de los siguientes tipos de fuerza intermolecular:

1. Fuerzas de dispersion (fuerzas de London). Este tipo de fuerzas debidas a
los campos eléctricos producidas por dipolos instantdneos debidos al
movimiento relativo de los nucleos y electrones. Las fuerzas de dispersién son

las Unicas que actlan entre fases estacionarias y solutos no polares.

2. Fuerzas de induccion (fuerzas Debye). Este tipo de fuerzas son debidas a la
interaccion electrostatica que se produce entre dipolos instantaneos, formados

en moléculas no polares, aunque polarizables, inducidos por los primeros.

3. Fuerzas de orientacion (fuerzas de Keesom). Son debidas a la interaccion

entre dipolos permanentes, tanto de la fase estacionaria como del soluto.

4. Fuerzas donador — aceptor. Son debidas a las interacciones quimicas de
caracter débil (enlace hidrogeno), en las que se produce una transferencia no

completa de electrones por parte del donador hacia el aceptor.

Para compuestos no polares, las Unicas fuerzas de interaccién entre el soluto y la
fase estacionaria son las dispersivas; este tipo de fuerzas no son selectivas, y en las
separaciones basadas en este tipo de fuerzas los solutos emergen de la columna,

por lo general en orden correspondiente a sus puntos de ebullicion.

Para los compuestos polares, las interacciones de mayor importancia son las
debidas a fuerzas de induccion y orientacién; en algunos casos a interacciones

electronicas especificas de tipo donador — aceptor donde este tipo de fuerzas
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dependen del momento dipolar y de la capacidad de polarizacion tanto de la fase

estacionaria como del soluto.

La suma de todas estas interacciones entre un soluto y una fase estacionaria es una
medida de la polaridad de la fase respecto al soluto que marca las caracteristicas
generales de retencion, mientras que la magnitud de cada uno de los tipos de
interacciones particulares marcara la selectividad de la fase estacionaria que es de
gran importancia ya que permite separar una fase estacionaria concreta solutos de

igual polaridad.
1.4.5 POLIETEILENGLICOLES

Los polietilenglicoles son fases estacionarias muy Utiles para la separacion de
compuestos polares y con posibilidades de formacion de enlaces de hidrogeno. Este
tipo de fases estacionarias se preparan por polimerizacion del 6xido de etileno. Los
polimeros asi formados se separan en fracciones de diferente peso molecular

promedio, lo que da lugar a todo el rango de fases estacionarias de este tipo.

El factor fundamental que marca las caracteristicas de retencion de este tipo de
fases es la concentracién de grupos hidroxilo y en menor grado el peso molecular
promedio de la fase. Este ultimo factor si tiene por el contrario una gran influencia
sobre la estabilidad térmica de la fase; asi, el Carbowax 20 M, con un peso molecular
promedio de 14 000, tiene una temperatura maxima de utilizacion de 225 °C,
mientras que el Superox-4, con un peso molecular promedio de 4 millones, es
utilizable de hasta temperaturas de 300 °C. El principal inconveniente que presenta

este tipo de fase estacionaria es la facilidad que tiene a oxidarse.
1.4.6 DETECTORES

Una vez que los componentes de la muestra han sido separados por la columna, se
hace preciso disponer a la salida de esta un sistema de deteccion, capaz de sefialar
la elucién de un componente de la muestra y ofrecer, al mismo tiempo, una sefal

proporcional a la cantidad de sustancia que pasa a través de él.
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Los detectores utilizados en cromatografia de gases son de tipo diferencial, no
ofrecen sefal cuando pasa por ellos solamente el gas portador y responden ante
alguna propiedad que pueda variar cuando este se encuentra mezclado con alguna

sustancia eluida en la columna.
1.4.6.1 DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA (FID)

El detector de ionizacidon de llama, es mas ampliamente utilizado en cromatografia de
gases. Este tipo de detector es en la practica de respuesta universal, ya que es
selectivo hacia los compuestos que presenten enlaces C-H, por lo que son muy

pocos los compuestos que no dan sefal en el.

En un detector de ionizacion de llama, el gas procedente de la columna se mezcla
con hidrégeno y esta mezcla se quema en una camara con exceso de aire. Por
encima de la llama, se dispone un colector cilindrico polarizado con el fin de recoger
los iones generados; sobre este dispositivo, se mide la corriente i6nica que se
establece entre la punta del quemador y el electrodo colector. EI esquema de un

detector de ionizacion de llama se encuentra en la figura (paginas de abajo).

El mecanismo de generacion de iones en este detector es complejo y no del todo
conocido, ya que la energia de la llama es demasiado baja para explicar la
generacion de iones; generalmente, se cree que estos son generados por medio de
un proceso de ionizacién quimica, en el que la energia liberada por reacciones
fuertemente exotérmicas es retenida por las moléculas organicas, generandose iones

a partir de las moléculas excitadas.

El detector de ionizacion de llama se polariza siempre con un voltaje de saturacion;
bajo estas condiciones, la corriente de fondo es del orden de 10-13 — 10-14 A, que se
incrementa hasta un nivel de 10-12 — 10-9 A en presencia de un vapor organico.

Los detectores de ionizacion de llama ofrecen una elevada sensibilidad, gran
estabilidad y un rango dindmico lineal excepcionalmente elevado, junto con una gran
sencillez de utilizacion ha hecho que este tipo de detectores, sean mucho mas

utilizados.
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1.4.6.2 SISTEMAS DE DETECCION

Se han investigado y empleado muchos sistemas de detectores en la cromatografia

de gases, son elegidos en funcion de las siguientes caracteristicas:

—Sensibilidad adecuada. Ubicadas entre 10-8 a 10-5 gramos de soluto por

segundo.

—Buena estabilidad y reproducibilidad.

- Respuesta lineal a solutos que abarque varios ordenes de magnitud.

- Intervalo de temperatura, desde la ambiental hasta aproximadamente 400°C.
- Tiempo de respuesta breve e independiente de la velocidad de flujo.

- Alta fiabilidad y facilidad de empleo.

- Similitud en la respuesta a todos los solutos.

- Que no destruya la muestra.

El detector de ionizacion de llama (FID) es el mas aplicable y utilizado en
cromatografia de gases (Figura 2), funciona enviando el efluente de la columna hacia
una pequefia llama de aire/hidrogeno, los efluentes generalmente organicos
producen iones Yy electrones cuando se descomponen quimicamente a la
temperatura de la llama aire/hidrégeno, esta monitorizacidén de la corriente que se da
por captar las cargas permite la deteccion, la recoleccion de los iones y electrones se
da por la aplicacién de varios centenares de voltios entre la punta del mechero y un
electrodo colector que se encuentra encima de la llama, esta corriente resultante en

amperios se mide en un picoamperimetro (Diario Oficial de la Federacion, 2017).
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FIGURA 15: DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA CARACTERISTICO

1.4.7 ANALISIS CUANTITATIVOS:

La cromatografia de gases se basa en la comparacién de las areas bajo las curvas o
alturas de los picos del analito, frente al de uno o mas patrones, en condiciones
controladas se puede tener que ambos parametros varian con la concentracion. Los
cromatdgrafos modernos estan equipados con computadores y software que brindan

medidas de areas de pico relativas.
1.4.8 CALIBRADO POR PATRONES:

Es el método més directo para andlisis cuantitativo por cromatografia de gases, se
prepara una serie de disoluciones patrén o solucién madre de la composicién que se
aproxima a la de la disolucion desconocida. Los cromatogramas obtenidos se
representan graficamente ya sean sus alturas o areas bajo la curva de cada pico
obtenido en funcién de la concentracion obteniendo a la curva de calibracion. Para

lograr mayor exactitud se requiere calibrar con frecuencia.
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1.4.8.1 METODO DE PATRON INTERNO:

La utilizacion de patrones internos eleva la precision cuantitativa, ya que minimiza las
incertidumbres que se originan en la inyeccion de la muestra, velocidad de flujo y
variaciones en las condiciones de la columna. Este procedimiento consiste en
introducir una cantidad similar de un patrén interno en cada patron y muestra, y se
usa como parametro analitico la proporcion del area del pico del analito sobre el area
del pico del patron interno, para que el método tenga menor error es necesario que el
pico del patrén interno esté alejado de los picos de los componentes de la muestra,
gue no forme parte de la misma y se conozca su concentracion, la utilizacion de
patrén interno ha logrado precisiones de 0,5 a 1 % segun informes. (SKOOG &
WEST, 2005)

1.4.8.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

“La validacion de métodos emplea un conjunto de pruebas que comprueban todas
las hipétesis en las que se basa el método analitico, establecen y documentan las
caracteristicas de rendimiento de un método, demostrando asi si dicho método es
adecuado para un propésito analitico particular. Las caracteristicas de rendimiento
de los métodos analiticos son: la aplicabilidad, la selectividad, el calibrado, la
veracidad, la fidelidad, la recuperacion, el rango de funcionamiento, el limite de
cuantificacion, el limite de deteccién, la sensibilidad y la robustez. Pueden afiadirse la

incertidumbre de la medicion y la adecuacion al propésito.” (HARRIS, 2007)

Para la validacion de un método analitico es necesario cumplir con ciertas exigencias

gue incluye la norma técnica 1ISO-17025 como son:
- Organizacion funcional
- Personal suficiente y capacitado
- Instalaciones adecuadas
- Métodos escritos, actualizados y aprobados
- Equipos apropiados, cualificados
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- Procedimientos apropiados para la toma de muestras

- Reactivos adecuados y soluciones valoradas.

- Material auxiliar apropiado

- Patrones estandarizados para el andlisis y material de referencia

- Verificacion y control de los resultados llevados en registros de los analisis

para su posible auditoria

- Informacion y comunicaciéon de los resultados obtenidos en los analisis

realizados

- Higiene y seguridad en el area de trabajo

- Auditorias internas con personal del laboratorio. (CASTELLUCCI, 2015)
1.4.9 SELECCION, ELABORACION Y NORMALIZACION DEL METODO.

La seleccién del método esta dada por la necesidad tanto del laboratorio como del
cliente y de esta forma llegar a resultados satisfactorios, estos métodos deben ser

apropiados para las calibraciones y ensayos pertinentes.

Todo ensayo esta sujeto de un procedimiento, que debe realizarse especificando las
acciones relativas al ensayo, equipos a utilizar reactivos, condiciones ambientales,
preparacion de estandares, materiales de referencia, muestras de andlisis y sus
calculos pertinentes (HARRIS, 2007).

Los métodos seleccionados se deben normalizar, de esta forma se pueden corregir y
hacer ajustes segun sean necesarios para tener un funcionamiento consistente.
(Diario Oficial de laFederacion, 2017)

1.4.9.1 PARAMETROS PARA LA VALIDACION.
1.4.9.1.1 SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD:

Es el grado en que un procedimiento se puede determinar con exactitud un analito en

presencia de dos o tres componentes en una matriz dada, la selectividad de un
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meétodo se investiga usualmente estudiando la habilidad de medir el analito de interés

en una muestra a la que se han afadido posibles interferentes deliberadamente.
1.4.9.1.2 LINEALIDAD:

Es la relacion lineal entre la sefial y la concentracion del analito. y = a+bx donde, y:
es la sefal del equipo, b: la pendiente y x: la concentracién del analito. (Foot and
Drugs Administration, 2000)

1.4.9.1.3 SENSIBILIDAD:

Término utilizado generalmente en quimica analitica, se define como la sensibilidad
de calibracion, o el cambio en la sefal de respuesta por cambio unitario en la
concentracion de analito. (SKOOG & WEST, 2005)

Precision. - La precision esta definida como el grado de concordancia mutua entre
los datos obtenidos de una misma forma, indica también la medida del error aleatorio
o indeterminado, de un andlisis, los parametros de son la desviacion estandar
relativa, absoluta, el coeficiente de variacion y la varianza. Las medidas mas

comunes de la precisiéon son repetibilidad y reproducibilidad (Crubellati R., 2009).
1.4.9.1.4 REPETIBILIDAD:

Es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas de
concentracion del analito en las mismas condiciones de medicién; mide la
variabilidad de los resultados cuando el método es aplicado por un solo analista, con

un mismo equipo, en un periodo de tiempo corto, etc
1.4.9.1.5 REPRODUCIBILIDAD:

Es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones de la misma
concentracion del analito bajo condiciones de medicidon modificadas, es decir realizar
diversas réplicas en distintos dias con diferentes instrumentos, analista e inclusive

otro laboratorio. (Foot and Drugs Administration, 2000)

51



1.4.9.1.6 LIMITE DE CUANTIFICACION:

Es un parametro importante para caracterizar y seleccionar los métodos analiticos.
Conceptualmente es mas simple que las capacidades de deteccion. La IUPAC lo
define como el valor verdadero de la sefial o de la concentracion de analito que
conducira a estimaciones o medidas con una desviacion estandar relativa
especificada (Skoog, 2001).

1.4.9.1.7 LIMITE DE DETECCION:

Se define como la concentracion mas pequefia que se puede detectar a un cierto
nivel de confianza, todas las técnicas analiticas tienen un limite de deteccién, se lo
utiliza cuando se realiza una curva de calibrado (SKOOG & WEST, 2005)

1.4.9.1.8 EXACTITUD:

La norma ISO 3534, la define como el grado de concordancia entre el resultado de

un ensayo Yy el valor de referencia aceptado.
1.4.9.1.9 Rango de trabajo:

comprendido entre el limite de cuantificacion y el valor del patrén con la

concentracion mas alta.
1.4.9.1.10 INCERTIDUMBRE:

Los valores de las magnitudes obtenidas, sea cual sea su complejidad y sensibilidad,
siempre tienen asociadas imprecisiones que denominamos incertidumbres

experimentales o errores experimentales.
1.4.9.1.11 CRITERIOS DE ACEPTACION:

Los criterios de aceptacion estan establecidos por la necesidad analitica establecidos
en los limites de cuantificacion, exactitud y precision; si no se dispone de requisitos
obligatorios, la fuente de informacion es bibliografica o por la experiencia adquirida
durante la normalizacion del método. (Diario Oficial de la Federacion, 2017)

52



1.4.9.1.12 TRATAMIENTO ESTADISTICO:

Se realiza el analisis de varianza simple para los resultados obtenidos, en el calculo
de la precision por niveles, ademas de los limites de deteccion y cuantificacion, el
intervalo de trabajo y la incertidumbre asociada a cada nivel.

1.4.10 EVALUACION DE RESULTADOS ANALITICOS E INFORMES TECNICOS

Los resultados obtenidos en la realizacion de la validacion, deben ser sometidos a
auditorias diarias de laboratorio u hojas de trabajo. Los informes técnicos deben

contener la siguiente documentacion:
- Referencias de calibracion y cualificacion de la instrumentacion utilizada.

- Métodos que describan el procedimiento para la determinacion de cada

analito de los pardmetros a evaluar.

- Resultados de las cuantificaciones de los pardmetros analizados que
incluyan copias originales de cromatogramas, de espectros, curvas de

calibracioén, etc.

- Certificado de la validacion o documento formal de aprobacion que debera
ser firmado por las personas responsables.

- La documentacion referente a la validacion se debera archivar
adecuadamente durante todo el tiempo de vida del andlisis y de los analitos

evaluados (Biologicos, 2002).

La documentacion de la validacién deberéa ser utilizada desde el inicio del analisis y

sera permanente durante todo el proceso de los andlisis.
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1.5 FUNDAMENTO TEORICO

El método de calibracién es un procedimiento analitico muy utilizado en analisis
cuantitativo en quimica analitica que implica la construccion de una “curva de
calibracion” para determinar la concentracion de una sustancia (analito) en una
muestra problema. Una curva de calibracion es la representacion grafica de una
sefial que se mide en funcion de la concentracion de un analito. Conociendo esta
relacion funcional, ser4 posible conocer la concentracion en una muestra dada

mediante la medida de esa senal.

En particular, en esta unidad abordaremos el tema de la calibracion analitica
mediante el modelo lineal, y veremos algunas estrategias para asegurar que el

modelo lineal es correcto y adecuado a nuestras necesidades.

Se necesita de la calibracion en Quimica Analitica, porque se necesita una escala
con la cual después medir la concentracidon de un compuesto de interés en una

muestra.

Hay técnicas que no requieren calibracidén, son pocas, pero existe. Una de ellas es
la gravimetria, una técnica que consiste en pesar directamente en una balanza el
compuesto que nos interesa. Pero para eso el compuesto tiene que estar puro.
Aislar un compuesto puro es complicado y por eso la aplicacion de la gravimetria

esta limitada.

En general, la mayoria de los quimicos analiticos tienen que calibrar. Y es la
calibracion. La calibracion es un modelo mateméatico que genera una escala con la
cual medir la concentracion del compuesto de interés (el analito). Y para eso
necesitamos una serie de medidas instrumentales (con un equipo que puede ser
optico, eléctrico o de otra naturaleza) sobre un conjunto de muestras —de calibracion—
donde interviene el compuesto de interés en estado puro y en concentraciones
conocidas y con las medidas realizadas a esas muestras de calibracion se genera

un modelo. EI modelo después se aplica a una muestra de ensayo —incégnita—, y en
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esa muestra incognita se logra el objetivo de determinar la concentracion del

compuesto de interés.

Por lo tanto, a grandes rasgos, podemos considerar que la calibracion tiene dos

etapas:
La de calibracion propiamente dicha.

La de la prediccion o de la estimacion de la concentracion del analito en la muestra

de interés.

Es importante destacar que, el analisis mediante recta de calibracion, puede
hacerse cuando solo el analito presenta sefial analitica o respuesta (absorbancia,
fluorescencia, potencial eléctrico, corriente, etc.), o cuando la sefial del blanco es

constante.
Existen tres tipos de calibraciones en quimica analitica:

e Clasica o univariada
e Multivariada

e Multimodo o multivia

n unico dato (escalar) medido para una muestra analitica dada se clasifica como
univariada, mientras que multiples datos instrumentales registrados para una uUnica
muestra se consideran multivariados. Cuando los datos multivariados para una
muestra pueden organizarse en una tabla o matriz de datos con dos dimensiones
diferentes, o cuando los datos para un conjunto de varias muestras se pueden
organizar en un objeto matematico de al menos tres dimensiones (arreglo

tridimensional), se dice que pertenecen a la clase multivia.
Graficas de calibrado en andlisis instrumental.

El procedimiento habitual es el siguiente. El analista toma una serie de materiales
(normalmente al menos tres o cuatro, y posiblemente algunos mas) de los que se

conoce la concentracién de analito (disoluciones patron o estandar). Estos patrones
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de calibracion se miden en el instrumento analitico bajo las mismas condiciones que
las utilizadas posteriormente para los materiales de ensayo (es decir, los
«desconocidos»). Una vez establecida la grafica de calibrado, puede obtenerse la

concentracion de analito por interpolacion en cualquier material de ensayo.

Asi vemos que las etapas o0 pasos que deben seguirse en un analisis mediante recta

de calibracion son:

Etapa de calibracion:

Determinacién del extremo superior del rango lineal.

Preparacion de los patrones.

Medicion de la respuesta de los patrones.

Estimacion de los parametros de la regresion.

Calculo de las cifras de mérito del método.

Etapa de prediccion.

Estimacion de la concentracion del analito en la muestra de interés.

Este procedimiento general plantea varias cuestiones estadisticas importantes:

Teniendo en cuenta que cada uno de los puntos de la linea de calibrado esta sujeto

a errores.
Cuando el grafico de calibrado se usa para el andlisis de un material de ensayo,

Antes de abordar estas cuestiones detalladamente, veamos algunas

consideraciones importantes en el trazado de las lineas de calibrado.

1.5.1 ALGUNOS ASPECTOS IMPORTANTES EN EL TRAZADO DE LAS LINEAS
DE CALIBRADO DE CROMATOGRAFIA DE GASES.
En primer lugar, resulta habitualmente esencial que los patrones de calibrado

cubran el intervalo completo de concentraciones requerido en subsiguientes
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andlisis. Con la importante excepcion del método de las adiciones estdndar, que es
tratado aparte en una seccion posterior, la concentracion de los materiales de

ensayo se determina normalmente por interpolacion y no por extrapolacion.

Siempre el punto cero o valor de un blanco se debe incluir en la curva de calibrado.
El blanco no contiene ningun analito adicionado deliberadamente, pero contiene los
mismos disolventes, reactivos, etc., que los otros materiales de ensayo, y esta
sujeto exactamente a la misma secuencia del procedimiento analitico. La sefal del
instrumento dada por el blanco a veces no sera cero. Esta sefial esta sometida a
errores, como los demdas puntos del grafico calibrado, y no tiene sentido, en
principio, restar el valor del blanco de los otros valores estandar antes de dibujar la
curva de calibrado. Esto es debido a que, como vimos cuando
estudiamos Propagacion de incertidumbres, cuando se restan dos cantidades, la
incertidumbre en el resultado final no puede obtenerse por simple resta. La resta del
valor del blanco de cualquier otra sefial del instrumento antes de dibujar el gréfico
proporciona una informacion incorrecta de las incertidumbres del proceso de

calibracion.

Finalmente, se debe subrayar que la curva de calibrado se establece siempre con la
respuesta del instrumento en el eje vertical (Y) y la concentracion del patrén sobre el
eje horizontal (X). Esto es debido a que muchos de los procedimientos que se
describen en las secciones siguientes suponen que todos los errores residen en los
valores deY, y que las concentraciones de los patrones (valores de X) se

encuentran libres de error.

1.5.1.1 Determinacion del rango lineal.

Esta etapa es fundamental, ya que la regresion lineal esta basada en la suposicion
de que los datos de respuesta analitica estan linealmente relacionados con la
concentracion del analito. Si se sospecha que existen desvios de la linealidad, se
recomienda realizar un analisis exploratorio previo cuyo objeto es extender el rango

de aplicabilidad de la técnica analitica a la maxima concentracion posible. En dicho
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analisis, se incluyen patrones de concentracion conocida del analito desde cero
hasta valores que se desvien visiblemente de la linealidad. Una prueba estadistica
apropiada permitird luego decidir hasta qué concentraciébn se cumple la relacién
lineal respuesta-concentracion. Sin embargo, dado que los parametros a emplear en
esta prueba se obtienen del andlisis matematico-estadistico de la regresion,

diferiremos el calculo detallado para mas adelante.

1.5.1.2 Preparacion de patrones.

Una vez estimado el extremo superior del rango lineal de la técnica, deben
prepararse patrones de concentracion conocida dentro de dicho rango, e incluyendo
el valor cero de concentracion del analito (blanco). Usualmente, se preparan varios
patrones (como minimo cinco) con concentraciones igualmente espaciadas entre

cero y el extremo superior del rango lineal, y cada patron se analiza por triplicado.

Debe ponerse especial cuidado en la preparacion de los patrones del analito para la
calibracion, de manera que las concentraciones de calibrado se conozcan con la
maxima precision posible. Este requisito se relaciona con el hecho de que la recta
de regresion se ajusta mediante ecuaciones que suponen que los valores del eje x
(concentraciones) tienen una incertidumbre considerablemente menor que los del

eje y (respuestas).

Solo a modo de ejemplo, si se realizan mediciones de absorbancia como respuesta,
podemos suponer que el nivel de incertidumbre en la respuesta puede ser de
alrededor de 0.005 unidades de absorbancia. Si los valores de las respuestas son,
en promedio, de 1 unidad de absorbancia, esto implica un nivel relativo de
incertidumbre de aproximadamente 0.5% en la respuesta. Por lo tanto, se deben
preparar patrones de calibrado cuyas concentraciones se conozcan con un error
menor al 0.5%. Preparar soluciones de calibrado, por ejemplo, con incertidumbres
del orden del 0.1% en promedio, requiere pesar mas de 100 mg de reactivo,
preparar soluciones en matraces calibrados de al menos 100 mL, tomar alicuotas

con pipetas aforadas calibradas, etc.
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1.5.1.3 Medicién de la respuesta de los patrones.

Una vez preparados los patrones de concentracion conocida, se miden sus
respuestas analiticas, incluyendo réplicas de cada medicion. Usualmente cada
patron se mide por triplicado.

Notacién: A lo largo del apunte, utilizaremos la siguiente notacion para indicar la
cantidad de patrones y cantidad de mediciones en total. Por ejemplo, si se emplean
6 patrones, cada uno por triplicado, entonces el nUmero de niveles diferentes de
concentracion (k) es 6, y el numero total de puntos de la recta de calibrado (N) es
18.

1.5.2 Modelo lineal.

El uso de una recta de calibracion para determinar la concentracion de un analito en
una muestra es una aplicacibn importante de la regresion lineal. Como lo
mencionamos en la seccién precedente, la variable Y representa las medidas de
respuesta (sefial del instrumento) y la variable X la concentracién de las soluciones
estandar. Los errores cometidos en la preparacion de las soluciones estandar
suelen ser insignificantes en comparacion con los errores de medicion. Por lo tanto,
la suposicion de que la variable X se conoce exactamente y, en consecuencia, no
tiene error, esta justificada en la calibracion. La variable X es entonces la variable

independiente (predictora) e Y la variable dependiente (respuesta).

La funciébn de calibracibn se puede obtener ajustando un modelo matematico

adecuado a través de los datos experimentales.

En términos generales, suponemos el siguiente modelo para la respuesta

experimental observada
Y=f(X)+e

donde f(X) es la curva de calibracidbn que tenemos que estimar. Para hacer esto,
necesitamos N observaciones, yi de k estandares diferentes. Por supuesto que, Si

no hay observaciones replicadas, N=k, en otro caso N>k. Para cada valor
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observado yi la correspondiente concentracion del estandar la denotamos xi, sin

distinguir si son iguales (réplicas) o no. Por lo tanto
yi=f(xi)+¢€i,i=1,...,N.

En muchos problemas de calibracion se consideran las siguientes hipotesis cuya
compatibilidad con los resultados experimentales debemos comprobar

cuidadosamente:

a.La verdadera funcion de calibracion f es lineal en el rango de

concentraciones estudiado. Por lo tanto
yi=Bo+Bixi+ei, i=1,...,N. (Eq. 1)

b. Los valores de la variable predictora (xi,i=1,...,N) son valores controladosy su
incertidumbre experimental puede despreciarse en comparacion con la

incertidumbre en la determinacion de la respuesta.

c.Los errores en la respuesta observada son independientes, tienen media

cero, E(€)=0 y la misma varianza, Var(ei)=0? , para i=1,...,N

La evaluacién y analisis de los estimadores de los parametros en una calibracién
(Bo, B1yS?%;x) es un problema de inferencia estadistica porque todos los
estimadores son variables aleatorias que dependen de la distribucion del error €. El
anico supuesto necesario sobre la distribucion de los errores en el método de
minimos cuadrados es que tienen una varianza constante o? independiente de la
concentracion xi. Sin embargo, si queremos inferir estadisticamente algo sobre los
pardmetros correspondientes, es necesario disponer de informacion adicional sobre

su distribucion.
Por este motivo, adicionalmente consideramos los siguientes supuestos

d. los datos estan distribuidos normalmente y, en consecuencia, para cada xi, la

respuesta experimental es una variable aleatoria normal (Y|X=x~N(Bo+B1xi, 02)).
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La Figura 16 ilustra el significado de las hipétesis asumidas: para cada
concentracion xi y debido al caracter aleatorio de €, se puede obtener cualquier valor
de la sefial, pero los valores cercanos a Bo+B1xi son mas probables, por ser este el
valor medio esperado cuando se usa una funcion de densidad de probabilidad de
una distribucion normal, independiente de una concentracion a otra y con varianza

comun o2.

yi=a+px;+¢g

y N el

EY|X =x;) = a+ Bx;

>
X; X2 X X,  X(concentracion)

“

FIGURA 16.MODELO DE CALIBRACION DE EQ. (1), ASUMIENDO QUE LA SENAL REGISTRADA PROVIENE DE LA DISTRIBUCION
NORMAL

Proponer un modelo de calibracion especifico, como el de la Ecuacion (Eq.1), para
algunos datos experimentales es consecuencia del conocimiento tedrico del
problema, pero su validez debe verificarse sobre la base de un examen critico de los
resultados experimentales. El modelo f(x) es una hipdtesis de trabajo y debe

modificarse si los datos experimentales estan en contra.

Cuando decimos que un modelo es lineal o no lineal, nos referimos a la linealidad o
no linealidad en los coeficientes. El valor de la mayor potencia de una variable

predictora en el modelo se denomina orden del modelo. Por ejemplo,
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yi=Bo+Bixi+R2x%+¢€ii=1,...,N. (Eq.2)

es un modelo de regresion lineal (en las B ’s) de segundo orden (en x). El modelo de
calibracion de la Ecuacion (Eq.2) es cuadratico; no es una calibracion lineal, pero

sino una regresion lineal.

1.5.3 Estimacion por minimos cuadrados

El método de minimos cuadrados ordinarios (OLS por sus siglas en inglés -Ordinary
Least Squares-) no requiere ninguna hipotesis sobre la distribucién de los errores, € en
la Eq.1. Para obtener las estimaciones Boy B1de oy B1, respectivamente, se
determina la recta que mejor describe los datos experimentales. El argumento es el
siguiente: para cada par de valores ay b, se obtiene una recta diferente, y=a+bx,
cuyos residuos son ei=yi-yi; i=1,...,N. Los estimadores OLS de Bo y B1 son los valores

gue minimizan la suma de cuadrados de estos residuos (SSE),
SSE(a,b)=3i=1Ne2i=3 i=1N(yi-y*i)2=} i=1N(yi—a—bxi) "2 (Eq.3)

La recta que se obtiene al minimizar SSE en funcién de a y b es la que minimiza la
suma de las distancias “en vertical” entre los datos experimentales y los estimados

con la linea ajustada (ver Figura 17).
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FIGURA 17: ILUSTRACION DEL METODO DE MiNIMOS CUADRADOS: LA RECTA DE CALIBRACION AJUSTADA ES LA QUE
MINIMIZA LA SUMA DE CUADRADOS DE TODAS LAS DISTANCIAS VERTICALES EI.

Es evidente que, si un conjunto de N residuos es grande, entonces el ajuste del
modelo no es bueno. Residuos pequefios son indicadores de un ajuste adecuado.

Notemos que, de la definicion del residuo ei se deduce que

yi=p"0+B 1xi+ei,i=1,...,N. (Eq.4)
La Ecuacion (Eq.4) deberia aclarar la diferencia entre los residuos eiy los errores
aleatorios ¢ del modelo ( Eq.1).

La Figura 18 muestra la recta ajustada a partir de un conjunto de datos, a
saber y*=pA0+B*Mx, y la recta que refleja el modelo, yyx=Ro+P1x. Desde

luego, Bo y B1 son parametros desconocidos. La recta ajustada es una estimacion de

la recta correspondiente al modelo estadistico.
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FIGURA 18: COMPARACION DE E; CON EL RESIDUO E,.

Se puede probar analiticamente que la funcion SSE(a,b) en la Ecuacion (
Eq.3) tiene un minimo Gnico (excepto cuando xi=x2=...=xN, una situacion
claramente sin sentido en calibracién) que puede determinarse explicitamente. Esta
solucion proporciona los estimadores OLS que, como ya hemos visto, vienen dados

por las ecuaciones
B 1=(3i=1IN(xi-x )(yi=y )3 Ni=1(xi-x )2)=(Cov(x,y)/S2x)=Sxy/S2x (Eq.5)
Bo=y —Bi"X (Eq.6)

donde el promedio de las yi, x =1/N(>Ni=1xi, el promedio de las xi y S?x denota la

varianza muestral de las x’s

La linea determinada por estas ecuaciones se conoce como recta de regresion
de Y sobre X, es decir, la recta que indica cdmo varia Y cuando X se ajusta a los
valores elegidos. Es muy importante hacer constar que la recta de regresion
de X sobre Y no es la misma recta (excepto en el caso muy improbable en que

todos los puntos caigan sobre una linea recta, exactamente cuando r=1 o r=-1). La
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recta de regresion de X sobre Y supone que todos los errores ocurren en la
direccién de X. Si se mantiene rigurosamente el convenio que la sefial analitica se
representa siempre sobre el eje Yy la concentracion sobre el eje X, la recta de
regresion de Y sobre X es la que se debe usar siempre en los experimentos de

calibracion.

El método OLS no proporciona una estimaciéon para o2. Sin embargo, esta puede
obtenerse a partir de la suma de cuadrado de los residuos y basadndose en las
estimaciones OLS de Boy B1. Llamamos ao”?varianza de la regresion, es

habitualmente denotada por S2Y|x y esta definida por
S2,,=1/(N=-2)3 Ni=1(yi-Bro—B1x) 2=(1/N=-2)3 Ni=1(yi-yi)2=(1/N-2)Si=1Nei*2  (Eq.7)

El parametro o2 refleja la variacion aleatoria o variacion del error experimental

alrededor de la recta de regresion.

1.5.3.1 Errores en la pendiente y ordenada en el origen de la recta de regresion
Para estimar las incertidumbres (expresadas como desviaciones estandar) de la
pendiente y la ordenada en el origen, analicemos la de incertidumbre de las

ecuaciones (Eq.5) y ( Eq.6).

En primer lugar, notemos que los estimadores B*0 y B son combinaciones lineales
de lasyi’'s. En consecuencia, sus incertidumbres estan relacionadas con la

incertidumbre al medir los valores de Y. En efecto:
BM=5i=1Nxi—-x Y ni=1(xi-x )2yi=Yi=1Nciyi
donde ci=xi-x Y Ni=1(xi-x )2y por lo tanto
Var(B*)=Var(> i=1Nciyi)
=Y i=1N[xi-x Y Ni=1(xi-x )2]2Var(yi)
=y i=1IN(xi-x )2[Y Ni=1(xi-x )2]202
=02Y i=1N(xi-x )2 (Eq.8)
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Por otro lado,
Var(p*0)=Var(y -B1*x )=
Var(y )+Var(B12X )-2Cov(y ,B1°X)
=(02/N)+(x")2Var(B14)-2x_Cov(y ,81%)
Pero tenemos que
Cov(y ,B1%)=Cov(1NZiyi, Yiciyi)

=1N3iciCov(yi,yi)

=02N>ici
=0 (Eq.9)
Por lo tanto,
Var(Br0)=02[1N+((x )2/Yi=1N(xi-x )2)] (Eq.10)
Adicionalmente, tenemos que
Cov(B"0,B*M)=—02x Yi=1N(xi-x )2 (Eq.11)
De las ecuaciones (Eq.8), (Eq.10) y (Eq.11), y utilizando el

estimador Syjx de o obtenido en la seccion anterior, tenemos que, estimadores para
las errores estandar de la pendiente ($1) y ordenada al origen (Bo) y la covarianza

entre ellos, vienen dadas por:

Sy|x
2i(xi —x)?

— J Bi(xi = 1)

S =

N Xi(xi —x)?
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Cov(p®,pH) = —SY|XW

Los valores de SB* y SP"0 se pueden utilizar de la manera usual para obtener
intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada al origen. Asi pues los
limites de confianza de la pendiente vienen dados por B1*tta/2,n-2SB"1 donde el
valor de ta2,n—2 es el cuantil 1-a/2 de la distribucion t con n—2 grados de libertad.
Similarmente los limites de confianza para la ordenada al origen vienen dados
por Botta/2,n—-2SB"0.

1.5.3.2 Regidn de confianza conjunta para Bo y Ba.

En el ejemplo anterior, los intervalos de confianza para oy B1 los calculamos por
separado. Estos especifican rangos para los parametros individuales
independientemente del valor del otro parametro. Sin embargo, la Ecuacion (
Eq.11) muestra que la pendiente y la ordenada al origen estimadas, "1y "o, estan
relacionadas: si, otro conjunto de puntos de mediciébn tomados de la misma
poblacion da lugar a un valor mayor para "1, es probable que esto conduzca a un
valor mas chico para B*0. Los estimadores de pendiente y ordenada al origen no
son variables aleatorias estadisticamente independientes y el valor de uno de los
parametros influye autométicamente en el del otro. Por lo tanto, a partir de los
intervalos individuales de 100(1-a)%, no podemos decir con el mismo grado de
confianza que las hipétesis nulas Bo=0 y B1=1 son simultdneamente aceptables.
Esto es comparable con el problema de comparaciones multiples discutido en
ANOVA.

Si queremos testear la hipotesis conjunta de que Bo=0 y B1=1, necesitamos usar una
prueba de hipotesis compuesta o un intervalo de confianza conjunto (esto es, una
region de confianza) para la pendiente y la ordenada al origen. Estas tienen en

cuenta la correlacion entre las estimaciones " y B*0.

La region de confianza conjunta toma la forma de una elipse con el

centro (B*0,") (los estimadores OLS de B0 y 1 respectivamente, y se define
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como el conjunto de de todos los puntos (B0,31) que verifican la siguiente

desigualdad:

_RAN)2 N P _RA _RA N 3 —_RA

Donde Fa;2,N-2 es el cuantil1-ade la distribucién F con 2y N-2 grados de
libertad.

Esta region es util para establecer la precision de un método de analisis en un rango

de concentraciones y para comparar diferentes métodos analiticos y/o calibraciones.

Para analizar la precision de un método analitico, el procedimiento es el siguiente.
Una vez obtenido el modelo de calibracion, se utiliza para estimar las
concentraciones x"i correspondientes a los estandares de calibracion xi. Si el
método es preciso, entonces la regresion de los valores x"i versus xi debe ser una
recta con pendiente 1y ordenada al origen 0. La recta de regresion x"=b"0+b"1x y
su correspondiente Sx*x son suficientes para obtener la regién de confianza de
nivel 1—a para (b0, bl) (notar el cambio de notacién en la pendiente y ordenada al
origen, la cual obedece al hecho de que estamos considerando la regresion de los
valores predichos x"i en xi y no la regresion correspondiente a la calibracion). Si el

punto (0,1) pertenece a esa region, se puede concluir que el método no tiene sesgo.

Por su parte, la representacién conjunta de las regiones para varios métodos de
calibracion equipados con las mismas sefiales analiticas permite una comparaciéon
entre ellos; cuanto mas pequefa sea la superficie de la region de confianza, mas

preciso sera el método de calibracion.

1.5.4 calculo de una concentracion y su error aleatorio
La aplicacion mas importante de una recta de calibraciéon es la determinacién de la

concentracion de un analito en una muestra problema.
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Una vez que han sido determinadas la pendiente y la ordenada en el origen de la
recta de calibracion, es facil calcular la concentracion (valor de X) correspondiente a
cualquier seial medida en el instrumento (valor de Y). Es decir, el problema ahora
es, para un valor especificado de Y, digamos yinc, obtener un valor estimado, Xinc, de
la concentracidbn en la muestra incognita, asi como también un intervalo de

confianza para dicho valor.

Para ello, comencemos notando que, como para el par de puntos (Xinc,Yinc) S€
verifica yinc=Bo+PiXinct€i (recta de calibracion poblacional), podemos obtener la

concentracion estimada del analito en la muestra usando la recta estimada, es decir:
XNinc=(Yinc—B"0/B"1) (Eq.13)

Como vemos, el calculo de una estimacion para xinca partir de un valor
dado yinc involucra las estimaciones tanto de la pendiente (B*1) como de la
ordenada en el origen (*0) y, como se vio en la seccion anterior, ambos valores
estan sujetos a error. Ademas, la sefial del instrumento derivada del material de
ensayo también esta sujeta a errores aleatorios. Como resultado, la determinacion
de la incertidumbre global en la concentracion correspondiente es extremadamente
compleja. Una alternativa (ampliamente utilizada) es aproximarla propagando las

incertidumbres. Para ello tenemos:

Cantidad de interés: xincque es funcidbn de B0,B1eyinca través de la

funcion f(x,y,z)=(x-y/z).
Estimador X"inc=(Yinc—B"0/"1)

El problema que tenemos aqui es que los estimadores involucrados no son
independientes (como lo hemos pedido al obtener la expresion para la incertidumbre
del nuevo estimador). Pero notemos que podemos escribir
yinc — 0

p 1

x"inc =
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_yinc—y + B Mx
= 871

__yinc—y~ —
= X (Eq.14)

De esta ultima expresion, notemos que
Cov(yinc=y ,B*)=Cov(Yinc,3*1)-Cov(y ,p*)

Como lo probamos en(EqQ.9), el segundo término es 0, mientras
qgue Cov(yinc,1) es cero pues, recordemos que B*=>i=1Nciyi y por lo tanto, por el
supuesto de independencia de las observaciones, yinc resulta independiente de *1.

Por el mismo motivo yinc €s también independiente de y .

Si aplicamos entonces la regla que obtuvimos para propagar incertidumbres a la
relacion dada en la Ecuacion (Eq.14), obtenemos la siguiente formula para en

estimador del error estandar de x"0

Aipe = YIX 1, _ (incoy)?
Sx”inc = = \/1+ St 525N (xix)? (Eq.15)

En algunos casos el analista puede realizar varias lecturas de la muestra problema
para obtener el valor de yinc. Si disponemos de m lecturas, entonces la ecuacion

para Sx”inc S€ convierte en:

Npe =¥ |1 1, (incy)?
Sx*inc = ™ \/m+ -+ B2 2 L (xix)? (Eq.16)

Notar que la Ecuacién (Eq.16) se reduce a la (Eq.15) cuando m=1 como es de

esperar.

Por otro lado notemos que, si utilizamos la relacion dada en la Ecuacion (Eq.13),

podemos reexpresar la Ecuacion (Eq.16) de la siguiente manera:

Ai . _ SYIX 1 (x*inc—x")2
Sx*inc = ™ Jl + 5+ SV i) (Eq.17)
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Es importante destacar, como podemos observar de la Ecuacion (Eq.17), que la
incertidumbre en la prediccion depende de cada muestra y no de la calibracién en
forma global, ya que para cada muestra incégnita hay un valor predicho de la

concentracion xincy por lo tanto un valor asociado del desvio estandar Sx"inc.

Una vez que hemos calculado -estimado- el error estandar de x"inc, podemos
construir un intervalo de confianza del100(1-a) % para la verdadera

concentracion Xinc, a saber:
XNincta/2,n—2S X inc (Eq.18)

1.5.5 célculo de las cifras de mérito.

Las cifras de mérito de un método analitico se utilizan regularmente con el propésito
de calificar un determinado método y compararlo con otros que ya estan publicados
y con protocolos oficiales que determina la Unién Internacional de Quimica Pura y

Aplicada.

Condensan las propiedades de conjuntos de datos en unos pocos indicadores

numéricos.

Incluyen, entre otras, las siguientes:
Sensibilidad de calibracion
Sensibilidad analitica

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Rango dinamico

Rango lineal

1.5.5.1 Sensibilidad de la calibracion.
Es el cambio en la sefial de respuesta por unidad de cambio en la concentracion del

analito.
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SEN=p"1

La sensibilidad de la calibraciéon es entonces la pendiente de la curva de calibracion,

y sus unidades son sefial xxconcentracion—1-1.

1.5.5.2 Sensibilidad Analitica.

La sensibilidad de calibracion no es adecuada para comparar dos métodos
analiticos cuando estos estan basados en respuestas de diferente naturaleza (por
ejemplo, absorbancia y fluorescencia, o absorbancia y medidas electroquimicas,
etc.). Para ello es preferible utilizar la llamada sensibilidad analitica y, definida por el

cociente entre la sensibilidad y el ruido instrumental:

SEN
donde Sy es una medida conveniente del nivel de ruido en la respuesta. Para
estimar el nivel de ruido pueden usarse dos procedimientos, que en teoria deberian
coincidir. En el primero, se estima el ruido instrumental a través de los desvios de

las réplicas de las mediciones de calibrado respecto de sus promedios:

(Eq.19)

kST (yij—yi)?
Sy=\/21=1EJ_N1_(iIJ yi)

donde k es el numero de niveles de concentracion estudiados en la recta, r es el
namero de réplicas por cada nivel, yij es el valor de la respuesta correspondiente a
cada nivel y réplica e y es el promedio de las respuestas de las réplicas para cada
nivel de concentracién. En la Ecuacion (Eg.19), el nUmero de grados de libertad
es N—k, ya que de los N datos disponibles, k grados de libertad se reservan para el

calculo de las k medias y .

En el segundo método de estimacion del nivel de ruido, se lo estima como el desvio
estandar de los residuos de la regresion lineal Syx cuya férmula de célculo

obtuvimos anteriormente ( Eq.7).
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Si los datos estudiados cumplen la relacion lineal entre respuesta y concentracion,
los dos métodos anteriormente descritos deben proveer resultados similares en

cuanto a la estimacioén del ruido instrumental.

1.5.5.3 Limites de deteccion

El limite de deteccion (LOD) se define como la cantidad o concentracion minima de
sustancia que puede ser detectada de manera confiable por un método analitico
determinado. Intuitivamente, el LOD seria la concentracién minima obtenida a partir
de la medida de una muestra (que contiene el analito) que seriamos capaces de
discriminar de la concentracion obtenida a partir de la medida de un blanco, es
decir, de una muestra sin analito presente. Dicho de otro modo, es la minima

concentracion de analito que es significativamente mayor que cero.

1.5.5.3.1 Falsos positivos y falsos negativos

El LOD se calcula mediante una prueba de hipétesis estadistica. Vamos a imaginar
un determinado método analitico y vamos a situarnos mentalmente en el eje de las
concentraciones. Vamos a suponer también que el método analitico tiene una
precision conocida a lo largo de los diferentes niveles de concentracién y que los
resultados obtenidos con dicho método siguen una distribucibn normal. Si
analizaramos blancos de muestra con el método, bien seguro obtendriamos una

distribucion de valores de concentraciéon como la que muestra la Figura 19
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FIGURA 19. DISTRIBUCION ALREDEDOR DE CERO Y NIVEL CRIiTICO

Lc  Concentracion

Los valores de concentracion (en ausencia de un error sistematico) se distribuirian
alrededor de cero con una desviacién estandar c0. Quiere decir que, como
resultado de la medida de un blanco, y debido a los errores experimentales del
método (reflejados en oo) podriamos obtener una concentracién que no fuese cero.
Como responsables de los resultados generados en el laboratorio, lo que nos
gustaria es poder acotar la distribucion en algan punto. Dicho punto es el valor
critico, LC, que nos permitira, una vez medida la muestra, tomar la decision de si el
analito se halla presente o no. Si la concentracibn obtenida es superior
a LC entonces resulta poco probable que corresponda al blanco y podemos decir
que el analito esta presente en la muestra. Existe, sin embargo, un riesgo al acotar
la distribucién en LC (probabilidad de que el analisis de un blanco diese como
resultado una concentracion superior a LC, con lo que falsamente concluiriamos que
el analito esta presente) Dicha probabilidad, a, como ya hemos estudiado, es error
de tipo | o probabilidad de falso positivo.

Es decision del laboratorio la eleccion del valor de a, en funcion al riesgo, que se
esta dispuesto a asumir, de equivocarnos. Podriamos establecer, por ejemplo, el
valor critico a concentracion cero. El riesgo en ese caso de cometer un falso positivo
seria del 50% (cualquier valor de concentracion por encima de cero seria
considerado como debido a la presencia de analito). Si a se toma igual a 0.05,
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entonces una concentracion superior a LC tendra solo un 5% de probabilidades de

constituir un falso positivo.

Ahora bien, ¢podemos adoptar el valor de LC de la Figura 19 como el limite de
deteccion de nuestro método analitico? Supongamos que es asi y que dicho valor
corresponde a una concentracion de 2 ppb. Es decir, el laboratorio esta asumiendo
que es capaz de detectar analitos en muestra a un nivel de concentracion igual o
superior a 2 ppb. Imaginemos que un cliente del laboratorio le suministra un lote de
muestras con un contenido de 2 ppb de analito. El laboratorio analiza dichas
muestras y obtiene una distribucion de valores semejante a la mostrada en la

Figura 20 (en rojo):

1
1
1
1
1
0 Lc Concentracion

FIGURA 20. NIVEL CRIiTICO DE LIMITE DE DETECCION PARA UNA PROBABILIDAD A. EL RIESGO DE COMETER UN FALSO
NEGATIVO ES DEL 50%

Las concentraciones se distribuirian aproximadamente alrededor de 2 ppb, mitad
hacia arriba y mitad hacia abajo. ¢Cual seria la consecuencia? Pues que
aproximadamente en la mitad de los casos el laboratorio diria que no hay analito en
la muestra, o que no puede detectarlo, puesto que las concentraciones caen por
debajo del valor critico, LC. ¢ Cémo es posible? El laboratorio habia asegurado que
es capaz de detectar a un nivel de 2 ppb y ahora, a este nivel de concentracion, se

equivoca la mitad de las veces. Existe pues un riesgo de concluir erroneamente que
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el analito no esta presente cuando en realidad si lo esta. Como sabemos, dicha

probabilidad, B, es el error de tipo Il o probabilidad de falso negativo.

Es nuevamente decisiéon del laboratorio la eleccion del valor de B. ¢Podemos
permitirnos un 50% de errores? En caso negativo, la Unica alternativa para reducir el

riesgo de falsos negativos es aumentar el LOD, como en el ejemplo de la Figura 21.

( Zy + ZB)GO

a

Le Lp Concentracion

FIGURA 21. NIVEL CRITICO DE LiMITE DE DETECCION PARA A=B

Al aumentar el LOD el laboratorio se protege contra los falsos negativos.
Imaginemos que ahora el LOD = 4 ppb. Claramente, si un cliente envia muestras
conteniendo 4 ppb de analito, el laboratorio ahora corre un riesgo mucho menor de
asegurar que el analito no esta presente cuando en realidad si lo estd y a una

concentracion de 4 ppb.

1.5.5.3.2 Expresiones para el calculo del valor critico y del limite de deteccién
La decision de si un determinado analito esta presente o no en una muestra se basa
en la comparacion de la concentracién predicha del analito con el nivel critico, LC,

gue se define como:
LC=zao0 (Eq.20)

donde za es el cuantil 1-a de la distribuciéon normal estandar y o0 es la desviacion

estandar de la concentracion neta cuando el analito no esta presente en la muestra
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(i.e, de la distribucion del blanco). LC se define para marcar un valor minimo a partir
del cual una concentracion predicha se considera causada por el analito. De esta
forma, existe un riesgo a de cometer un error de tipo | (o falso positivo). Sin
embargo, si queremos mantener un riesgo (llamado ) pequefio de cometer un falso
negativo, el LOD del método, LD, debe ser mayor. Asi pues, tomando en

consideracion ambas probabilidades de error:
LD=zac0 + zBoD (Eq.21)

donde zB es el cuantil 1- de la distribucién normal estdndar y oD es la desviacion
estandar de la concentracion neta cuando el analito esta presente en la muestra al
nivel del LDD. En las ecuaciones (Eq.20)y (Eq.21) se ha asumido que las

concentraciones siguen una distribucién normal con varianza conocida.

Como podemos notar, el valor del LOD depende de ay de 3, y de los desvios
estandar oo y op de las dos distribuciones gaussianas de la Figura 22. En general
ambas probabilidades se toman iguales a 0.05, mientras que los desvios estandar
se suponen iguales (hipdtesis de varianza constante). De este modo, la ecuacion (

Eq.21) se transforma en:
LD =2zq00 = 3.300 (Eq.22)

Si no se conoce la varianza, debe estimarse a partir de analisis replicados. De la
misma forma, los valores de z, basados en distribuciones normales deben ser
reemplazados por los correspondientes valores t de una distribucion t con v=N-2
grados de libertad. Asi, (tomando a=p) las expresiones para LCy LD (asumiendo

varianza constante) son:
LC=tq,vsO (Eq.23)
LD=2tq,vs0 (Eq.24)

Como se puede observar, las ecuaciones para el calculo de LC y LD son bastante
simples. La dificultad mayor proviene de la estimacion de sO. En la definicion
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moderna, el LOD se calcula en funcion del desvio estandar de la concentracion
predicha para una muestra blanco, lo que significa que para obtener la

estimacion s0, utilizamos la formula de la Ecuacion (Eq. 17).

Si su ponemos que se analiza una muestra por triplicado (lo mas usual es m=3) en

la que el analito no esta presente (x0=0), la Ecuacion (Eq.17) se reduce a:
S0=Sy[xBM13+1N+x 2 i=1N(xi-x )2 (Eq.25)

1.5.5.4 Limite de cuantificacion
Es la minima concentracién cuantificable en forma confiable. Este parametro (LOQ)
se toma como la concentracion correspondiente a 10 veces el desvio estandar (en

unidades de concentracion) del blanco, con lo cual:
LOQ=10s0

De este modo, coeficiente de variacion (CV) para una concentracion media igual al
LOQ es del 10%, nivel que se toma convencionalmente como el maximo RSD

aceptable para cuantificar el analito en una muestra.

Las relaciones entre los tres niveles y su significado en el andlisis se muestran en la

Figura 22.
REGION | REGION 11 REGION Il
Deteccion Deteccion:
no confiable Analisis Cuantitativo

1
Z.0y 1 ZgOD
L]

——o6q
RSD

Lo Concentracién

FIGURA 22. REPRESENTACION GRAFICA DE LAS DECISIONES TOMADAS EN FUNCION DE LA CONCENTRACION (CURRIE 1968).
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1.5.5.5 Rango dinamico

Se considera que va desde la menor concentracion detectable (el LOD) hasta la
pérdida de relacion entre respuesta y concentracion. El rango dindmico es también
el rango de aplicabilidad de la técnica. En la zona de pérdida de la linealidad, podria
aplicarse, en principio, un método de regresién polinomica para la calibracion (o
algun otro de naturaleza no lineal), de modo que nada impide que dicha zona sea

utilizada con propésitos predictivos.

1.5.5.6 Rango lineal

Se considera que el rango lineal comprende desde la menor concentracion que
puede medirse (el LOQ) hasta la pérdida de la linealidad (ver Figura 23). Una
manera conveniente de medir el cumplimiento de la linealidad es a través de la
relacion que existe entre la varianza de la regresion, medida por S2y|x (ver EqQ.7), y
la del ruido instrumental, medida por S?% (ver EQg.19). Si la primera es
significativamente mayor que la segunda, se supone que hay causas de desvio del
modelo lineal que son estadisticamente superiores al ruido en la respuesta. Para
emplear esta prueba es esencial que se cumpla el supuesto bajo el cual se realiza el
ajuste lineal, esto es, que los errores en concentracién de calibrado sean menores
que en respuesta. De lo contrario, se acumularian en S?x incertidumbres derivadas
de la imprecision en las concentraciones de los patrones, que nada tienen que ver
con el ruido instrumental o la falta de linealidad. La prueba estadistica para
determinar si los datos se ajustan al modelo lineal utiliza el estadistico F, cuyo valor

observado, Fobs, viene dado por:

S2y|x

Fobs :STy

Este valor se compara con el cuantll 1-a1-de la distribucion FN-2,N-k
(F con N-2-2 y N-k grados de libertad).

Si Fobs<fa;N-2,N-k se rechaza la hipotesis de que los datos se comportan de

manera lineal.
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FIGURA 23.RANGO DINAMICO Y LINEAL DE UN METODO ANALITICO.

1.5.6 Método de las adiciones de estandar

La preparacion de estandares que reproduzcan la composicion de la muestra es
muy complicada cuando se trata del analisis de muestras complejas (suelos,
minerales, sangre completa, orina, etc.) ya que, en este tipo de muestras,
usualmente, los componentes de la matriz afectan las medidas de la sefial analitica

ya sea por exceso o por defecto.

Con el objetivo de minimizar los efectos de la matriz, se utiliza el método de adicion
de estandar en el que la muestra se utiliza como una especie de “blanco” al que se
afiade mas analito. Para ello, se afiaden cantidades conocidas y crecientes del
analito a determinar a alicuotas de la muestra desconocida y todas se diluyen al
mismo volumen final. Posteriormente, se procede a determinar la sefal de todas
estas soluciones (las muestras enriquecidas y la desconocida) y se representa

graficamente la sefial analitica en funcidén de la concentracion del estandar afiadido.

Este método no elimina las interferencias, solo las compensa ya que se obtienen

todas las sefales analiticas bajo las mismas condiciones.

La Figura 24 muestra un fuerte efecto de matriz en el analisis de perclorato (ClOs-)

por espectrometria de masas. Se tiene que controlar el perclorato en agua potable
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porque por encima de 18 pg/L puede reducir la produccion de hormonas tiroideas.
Disoluciones patrén de ClOs4- en agua pura (calidad reactiva) origina la curva de
calibrado superior que aparece en la Figura 24. La respuesta a disoluciones patron
con la misma concentracion de ClOs-en agua subterranea es 15 veces menor,
como se ve en la curva inferior. La disminuciéon de la sefial del ClO4- es el efecto de

matriz atribuido a otros aniones presentes en el agua subterranea.

| Matriz = agua de
calidad reactivo

Area relativa del pico del espectro de masas
B

2
Matriz = agua subterranea
i
0 T T | |
0 20 40 60 80

Perclorato (ug/L)

FIGURA 24.CURVAS DE CALIBRADO DEL PERCLORATO EN AGUA PURA Y EN AGUA SUBTERRANEA (HARRIS 2016).

Dado que diferentes aguas subterraneas tienen diferentes concentraciones de
muchos aniones, no es posible construir una curva de calibrado para este andlisis
gue pueda aplicarse a mas de una determinada agua subterranea. Y de ahi que se
requiera el método de la adicién de estandar. Si se afiade un pequefio volumen de
una disolucion concentrada de patrén al problema desconocido, no se modifica
mucho la concentracion de la matriz. El supuesto que se hace en el método de
adicion de estandar es que la influencia de la matriz es la misma en el analito

afiadido que en el analito original de la muestra problema.
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En la Figura 25 se ilustra una manera de llevar a cabo el método de adicion de
estandar. Se pipetea en cada matraz volumétrico volumenes iguales de la muestra
problema. A continuacién, se afiaden volumenes crecientes de estandar a cada
matraz. Finalmente, se diluye cada matraz hasta el enrase. Cada matraz contiene,
pues, la misma concentracion de muestra problema y diferentes concentraciones de

estandar.

Poner 5 mL de muestra en cada matraz

Enrasar a 50 mL y mezclar

D
U

/ /}/\/\/5\

Z )

FIGURA 25. ANALISIS APLICANDO EL METODO DE ADICIONES DE ESTANDAR. INICIALMENTE EN CADA MATRAZ ANADE EL
MISMO VOLUMEN DE MUESTRA (5ML). SE ADICIONAN O, 5, 10, 15, 20 ML DE ESTANDAR. SE AFORA A VOLUMEN FINAL
(POR EJEMPLO 50 mL).

1.5.6.1 Procedimiento
El procedimiento experimental para un analisis de adiciones de estandar es el
siguiente. Se afaden volumenes iguales, Vx, de una solucion de analito de

concentracion desconocida, cx, a una serie de matraces volumétricos de
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volumen Vt. Se utiliza una solucién estandar de analito de concentracidon cs para
enriqguecer los matraces utilizando un volumen diferente, Vs, en cada caso.
Normalmente, se utilizan incrementos regulares de Vs. A continuacién, se afiaden
los reactivos adecuados y finalmente, cada matraz aforado se llena hasta el enrase
con el disolvente apropiado. De esta manera, la concentracion del analito en cada

uno de los matraces aforados es

csVs cxVx

+
vt vt

Canalito=

Usando el método de adiciones de estandar, dentro del rango de calibracion lineal,
se supone que la sefal de respuesta, R, del instrumento de analisis es directamente

proporcional a la concentracién de analito; es decir

csVs cxVx Vx /csVs cxVx.
R=k(52+50) = ki (55) + 50 (Eq.26)

Definiendo ¢' como el aumento en la concentracion de analito en el volumen de

muestra original (Vx) debido a los estandares afiadidos, tenemos que

csVs
c =
Vx

Por consiguiente, la Ecuacion (26) puede escribirse en forma lineal
R=mc'+b
con pendiente
m=k— (Eq.27)

y ordenada al origen

(Eq.28)

La abscisa al origen, o intercepto con eje x, ¢'0, ocurre cuando R=0y b=-mc'0, de

donde podemos escribir c'0=-b/m.
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Sustituyendo la pendiente 'y la ordenada al origen con las
Ecuaciones (Eq.28) y (Eq.29) respectivamente, tenemos que la concentracién en la

muestra incognita, cx, es
=—c'0 = b (Eq.29)
cx=-c0=— q.

Por lo tanto, usando esta relacion, la concentracion de analito en la muestra
problema se puede obtener a partir de la regresion de Renc' (i.e. la sefial de
instrumento en funcién de las cantidades de estandar afiadidas) por extrapolacion el
punto de corte con el eje ¢’. Veamos ahora cudl es la precision de cx, expresada por

el error estandar Scx.

En el siguiente desarrollo, las coordenadas (c',R) se reemplazardn por las mas
convencionales (x,y) y consideremos que tenemos N puntos (xiyi) en el grafico de

calibraciéon de adicion de estandar.

Como vimos en la seccion precedente, cx=f(b,m)=bm Dado que my b estan sujetos
a error, el valor calculado también lo estara. Entonces, para estimar el error de esta
estimacion, podemos propagar errores, pero deberemos considerar que my b no
son independientes (recordar que en la deduccidén que hicimos de propagacion de
errores en expresiones multiplicativas, un supuesto importante que consideramos
fue que los estimadores eran estadisticamente independientes) (En realidad nos

alcanza con que sean no correlacionados).

En este caso podemos considerar que cx es funcion de la ordenada al origen y de la

pendiente a través de la funcion f(x,y)=xy. Luego:

of 1
ox y
of —x
dy  y2
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Luego el desarrollo en Taylor de primer orden de la f resulta
~2ilb-a)—-2(m- Eq.30
cx~=+—(b—a)—-=(m-p) (Eq.30)

Calculado la varianza en ambos miembros tenemos

1 b2 1 b
Var(cx) = EVar(b) + mVar(m) + ZCov(E b, — Em)

1 S2y|xYix2i b2  S2yl|x 9 b S2y|x
T m2NYi(xi —x)2 m4Yi(xi —x)2 m3x Yi(xi—x)2

_ S2y|x Nix2i N b2 1 +2 b X
Tt m2 NYi(xi —x)2 m2Yi(xi —x)2 mYi(xi —x)2

)

_ S2y|x m2}ix2i + Nb2 + 2Nmbx
T m2 Nm2Yi(xi —x)2

_ S2y[x1 (mx + b)2
- m2 N m2Yi(xi —x)2

_S2y|x 1 y?

W it 02

m2

De esta manera, la formula para el error estandar de la concentracién en la muestra

problema resulta:

_ok T2
Scx = m \/N + m2Yi(xi—x")2 (Eq.31)
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Notar que esta expresion no es igual a la que obtuvimos antes cuando calculamos la
prediccidn de una concentracion a partir del modelo de calibracion (Eq.16). Esto se
debe a que, en este caso, la cantidad no se predice a partir de un valor medido de vy,
sino que extrapolamos la curva de calibracion al corte con el eje x y por lo tanto el

valor de y para la incognita es 0 y el término 1/m esta ausente.

1.5.7 exactitud y comparacién de dos métodos analiticos.
En esta seccion vamos a ver una aplicacion de la regresion lineal al andlisis de la
exactitud de un método analitico y para la comparacion de dos métodos analiticos

diferentes.

Para el estudio de la exactitud de un método analitico, es usual preparar una serie
de patrones con concentraciones conocidas del analito, diferentes a las utilizadas en
la etapa de calibracion. Luego se determina la concentracion del analito en cada uno
de ellos por interpolacién en la recta de calibrado, y se analiza la exactitud de la
determinacion a través de la recuperacion de las concentraciones nominales del

analito.

Por otro lado, cuando se desean comparar dos métodos analiticos, se determina,
por ambos métodos, el contenido de un analito en una serie de muestras en las que

su concentracion es variable (dentro del rango lineal de cada uno de ellos).

En ambos casos se trata de comparar pares de valores que idealmente serian
iguales, y estudiar el posible desvio de esta situacién ideal, en un contexto

estadistico y con un cierto nivel de confianza.

1.5.7.1 Exactitud de un meétodo analitico.

Si se dispone de una serie de patrones de concentracion conocida para la validacion
de un método analitico, se procede del modo siguiente. En primer lugar, se miden
sus respuestas, incluyendo réplicas de cada medicién (usualmente cada patrén se
mide por triplicado). Se estima la concentracion a partir de cada respuesta analitica,

se promedian los valores para cada nivel y se calcula el desvio estandar asociado.
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Luego se realiza una regresion lineal de los promedios en funcion de las

concentraciones nominales de cada nivel.

Una aclaracion sobre notacién: En lo que resta de la seccion, vamos a llamar:
X a la concentraciéon nominal de cada nivel,

Y a la concentracion promedio predicha para las réplicas de cada nivel,

r es el numero de réplicas en cada patron,

g el namero de niveles de validacién estudiados (i.e.la cantidad de patrones

utilizados en el estudio de validacion),

syi el desvio estandar en la sefial para cada nivel de concentracion (xi), por lo tanto,

tenemos q desvios estandar, y los mismos estan dados por:

1oy — yi)?
r—1

syi =

donde yij es la concentracién predicha para el patrénien la réplicajey ies el

promedio de las r réplicas para el nivel i.

Una observacién importante que debemos hacer es que para realizar un estudio por
regresion lineal simple un supuesto importante es que la varianza de la

variable Y|X es constante (homocedasticidad).

En la calibracion de datos analiticos se supone que la distribucién del ruido
instrumental es constante a lo largo del rango de calibracion, o, en otras palabras,
gue la respuesta analitica es homocedastica. Esto no es necesariamente cierto, sin
embargo, cuando la variable Y es la concentracion predicha para patrones de

validacion, y no la respuesta analitica.

Como lo hemos estudiado, el desvio estandar en la concentracién predicha
mediante una recta de calibrado no es constante para diferentes muestras, sino que

varia con la concentracion del analito. Es decir que, en principio, la variable Y que

87



estamos considerando ahora no es homocedastica. En estos casos, se recomienda
realizar una regresion lineal mediante cuadrados minimos ponderados (WLS, por
weighted least squares) y no una regresion ordinaria (OLS). Por supuesto que
primero debemos verificar si la varianza puede considerarse 0 no constante para

luego decidir que regresion debemos ajustar a los datos.

En las unidades de Intervalo de confianza y Test de hipétesis bajo normalidad, ya
hemos estudiado cémo decidir si dos varianzas pueden considerarse iguales o no.
La idea aqui es utilizar ese mismo test, pero considerando la maxima y la minima
varianza muestral. De este modo, el estadistico F a utilizar sera

_ max(s2yi)
~ min(s2yi)

que, bajo la hipotesis nula de igualdad de varianzas poblacionales, tiene distribucion
aproximadamente Fr-1, r-1 (a diferencia del estadistico que utilizamos para
comparar dos varianzas, aqui tenemos el cociente entre dos de los que se
denominan “estadisticos de orden”, y por este motivo la distribucion no es
exactamente una F). El valor del estadistico calculado con la muestra se compara
con el cuantil 1-a de la distribucion correspondiente. Si Fobs>f1-a;r-1,r—1 entonces
rechazamos la hipétesis nula y en tal caso lo recomendable es utilizar WLS para

estimar el modelo de regresion.

Un estudio detallado de c6mo se obtienen las estimaciones de los
parametros Bo y B1 utilizando WLS se escapa del alcance de este curso, pero nos

parece importante (je interesante!) mencionarlo para futuras referencias.

1.5.7.1.1 Regidn de confianza cuando las varianzas son constantes.

Consideremos primero el caso en que el test de igualdad de varianza no conduce a
rechazar la hipétesis nula y, por lo tanto, pudimos obtener los estimadores
de Boy B1 via OLS.
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Pensemos... En el caso ideal, el valor de concentracién estimado deberia estar muy
cerca del verdadero valor (valor nominal) del estandar de validacion. Si esto fuera

cierto.

Tiene sentido pensar que, en tal caso, los puntos en dicho grafico deberian estar
practicamente sobre la recta identidad, Bueno, eso es justamente lo que tenemos
que chequear. Es decir, debemos considerar elintervalo de confianza
conjunto para la pendiente y la ordenada al origen. Ya vimos que dicho intervalo
conjunto es una regiéon en el plano de las dos variables (pendiente y ordenada al
origen) que tiene forma eliptica. Por este motivo, la prueba estadistica correcta
consiste en investigar si el punto (1,0) est4d contenido en la regién eliptica de
confianza conjunta de la pendiente y la ordenada al origen.

1.5.7.1.2 Regresion ponderada

Si los datos no cumplen con la prueba de varianza constante, el analisis de los
datos de validacion debe hacerse mediante regresion lineal ponderada. Como ya lo
hemos dicho, no vamos a hacer un estudio en profundidad de este caso, pero

veamos cOmo cambian las estimaciones cuando usamos regresion con pesos.

En este caso, las estimaciones de la pendiente y la ordena al origen se calculan

minimizando la siguiente suma ponderada de cuadrados
SSEw = %1, wi(yi — y™i)2 (Eq.32)

donde wi son los pesos o ponderaciones aplicado a cada punto de la regresion, q es
la cantidad total de puntos (los niveles de validacion), yies el valor de la
variable Y en cada punto (i.e promedioy ide lasrréplicas del niveli) e y"ies el

valor ajustado por la recta.

En la regresion de minimos cuadrados ponderados, el problema de la
heterocedasticidad se mitiga introduciendo factores de ponderacion inversamente

proporcionales a la varianza:

89



we= s2yi

El efecto concreto del pesado de los datos en forma inversamente proporcional a su
variancia es dar mayor contribucion, en la regresion, a los datos mas precisos, y
comparativamente menor peso a los menos precisos. Esto significa que queremos
que la recta calculada pase mas cerca de estos puntos mas precisos que de los
puntos menos precisos. La pendiente y la ordenada al origen vienen dadas por:

r1 =30 =1qwi(xi —xw)(yi—yw)dqi = 1lwi(xi —xw)2

BrO =y w—[1"xwW

onde xi es la concentracion (nominal) de cada uno de los g patrones de validacion,

_ Ywixi - Ywiyi

Swi

En el método WLS sy|x (desvio estandar de los residuos de la regresion) esta dado

por:

_|Xqi = 1wi(yi — y™i)2
sylx = =2

donde vyi es la respuesta experimental e y"i es la respuesta estimada en cada punto.
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CAPITULO 2. DESARROLLO DEL TRABAJO

2.1 PROCEDIMIENTO

2.1.1 PREPARACION DE LA SOLUCION CONCENTRADA

Para preparar la solucion concentrada, se puede optar por cualquiera de los

siguientes procedimientos:

a) Preparar las soluciones concentraciones de los componentes en forma
individual. Determinar la masa 6 medir la cantidad requerida de cada
componente en diferentes matraces volumétricos y aforar (se puede utilizar

como referencia la Tabla 2).

b) Preparar una solucién concentrada en conjunto, la cual contenga todos los
componentes a analizar. Determinar la masa o medir la cantidad requerida de
cada componente en un solo matraz y aforar (se puede utilizar como

referencia la Tabla 2).

c) se puede preparar la solucién patrén en varios matraces de manera que

tenga todos los componentes a cuantificar.

La(s) solucién(es) concentrada(s) debe(n) prepararse con las cantidades
necesarias para cubrir el intervalo de trabajo del laboratorio.

TABLA 2: CONCENTRACIONES RECOMENDADAS PARA LA PREPARACION DE LA(S)

SOLUCION(ES) CONCENTRADA(S).

No. Componentes Concentraciones en g/lO(())mI de solucion de Etanol al 40

Y% VIV
1 Metanol 1.198
2 Sec-butanol 0.20
3 n-propanol 0.60
4 Iso-butanol 0.60
5 n-butanol 0.20
6 Iso-amilico 0.60
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7 n-amilico 0.60

Se recomienda al pesar, iniciar por el componente menos volatil y terminar con el

mas volatil.

Si las soluciones se van a utilizar posterior mente, es recomendable almacenarlas en

refrigeracion a una temperatura maxima de 8°C

2.1.2 PREPARACION DE LA SOLUCION CONCENTRADA DE ACETALDEHIDO
En un matraz volumétrico de tipo A de 100 ml adicionar aproximadamente de etanol

al 40 % v/v, taparlo y determinar su masa, anotar el valor de la masa.

La adiciéon de la cantidad necesaria de acetaldehido se puede realizar por alguna de

las siguientes maneras:
a) medir con una jeringa de preferencia gastype;
b) medir con una pipeta o micropipeta previamente refrigerada;0
c)transferir el contenido de un vial o ampolleta sellada

nota: en todos los casos el material debe utilizarse a una temperatura maxima
de 8°C.

Tapar el matraz y determinar su masa nuevamente, anotar el valor de la masa,
agregar solucién de etanol al 40 % v/v cercano a la linea de aforo. Mantener el
matraz volumétrico en ambiente controlado (por lo menos durante 30 min), llevar al
aforo y homogeneizar. Si la solucidén se va a utilizar posteriormente se almacena en

refrigeracion a una temperatura maxima de 8°C.

NOTA: Todos los reactivos deberan almacenarse de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.

2.1.3 PREPARACION DE LA SOLUCION DE ESTANDAR INTERNO

En este caso se ejemplifica la preparacién del 2-pentanol.
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En un matraz volumétrico de 100 ml adicionar aproximadamente 50 ml de etanol al
40 % vlv, tapar el matraz y determinar la masa, adicionar la cantidad requerida de
estandar interno, tapar y determinar la masa nuevamente, agregar soluciéon de etanol
al 40 % v/v cercano a la linea de aforo y homogeneizar. Colocar el matraz
volumétrico en un ambiente controlado hasta llevarlo a 20 °C + 5, aforar y

homogeneizar.
La concentracion de las soluciones se calcula de la siguiente manera:
Concentracion del analito en
9/100 ml = ppl — p2
En donde:
P1 = masa del matraz con etanol al 40 % v/v y estandar interno.
P2 = masa del matraz con el etanol al 40 % vi/v.

2.1.4 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE CALIBRACION

Para preparar las soluciones de calibracion transferir a matraces volumeétricos de 100
ml las cantidades necesarias de la solucién concentrada a temperatura controlada
del laboratorio para obtener las concentraciones en mg/100 mL. Recomendadas en
la Tabla2, adicionar el volumen requerido de solucién estandar interno.
Posteriormente llevar al volumen con la solucién estandar interno. Posteriormente

llevar al volumen con la solucién de etanol.

Estas soluciones deben guardarse bien tapadas en refrigeracion, a una temperatura

méaxima de 8°C.

TABLA 3: CONCENTRACION DE LA(S) SOLUCION(ES) DE CALIBRACION

Solucién -
concentrada s- n-Pro- Iso- o Amilico n-
metanol Iso-Amilico
butanol . .
(mL). Butanol panol butanol activo Amilico
0.25 11.982006 2.988012 6.03396 6.075824 2.058 11.96786 607.5824 3.05863
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0.5 23.964012 5.976024 12.06792 12.151648 4.116 23.93572 607.5824 6.11726
1 47.928024 11.952048 24.13584 24.303296 8.232 47.87144 607.5824 12.23452
2 95.856048 23.904096 48.27168 48.606592 16.464 95.74288 607.5824 24.46904
3 143.784072 | 35.856144 72.40752 72.909888 24.696 143.61432 607.5824 | 36.70356

La concentracion de la(s) solucion(es) de calibracion dependen de la concentracion

gue se espera determinar en la muestra por analizar y el intervalo de trabajo de cada

uno de los laboratorios.

2.2 CONDICIONES DE OPERACION

Las condiciones de operacion (flujos, rampas de temperatura del horno, temperatura

del inyector, detector, volumen de inyeccion, entre otros) varian de acuerdo a la

columna e instrumentos utilizados y deben ser optimizados por cada laboratorio, los

cuales son determinados por medio del material de referencia certificado o con la(s)

solucion(es) patron(es).

Los pardmetros deberan ser ajustados para obtener la resolucion cromatogréfica > 1

de cada uno de los componentes a cuantificar mediante el software del equipo o

alguna de las siguientes ecuaciones:

En donde:
R

TR(a)

_ 2(TR(b) — TR(a))

WB(b) + WB(a)

2.35

_ (5)(TR(D) — TR(a))

W50(b) + W50(a)

= Resolucién

=Tiempo de retencion del pico del componente a evaluar.
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TR(b) =Tiempo de retencién del pico proximo al componente a evaluar.

WB(a), WB(b) =Ancho de los picos a la base del componente a evaluar y el

proximo a este.
W50(a), W50(b) = Ancho del pico medido al 50% de su altura.

2.2.1 CALCULOS Y RESULTADOS

Los resultados se deben expresar en mg Los aldehidos, esteres, alcoholes
superiores y metanol referidos a 100 mL. De alcohol anhidro (mg/100 mL AA)
utilizando al menos una cifra decimal. En caso de ser necesario se puede expresar

en otras unidades realizando la conversion correspondiente.

Los alcoholes iso-amilico y amilico activo pueden expresarse por separado o como la

suma de éstos.

2.2.2 CALCULO DE RELACION DE CONCENTRACIONES Y DE AREAS

En la curva de calibracion y de la muestra.

Cuando el equipo cuenta con software, este realiza los célculos en forma automatica,

basandose en el modelo matematico de regresion lineal:

Y=mx+b
En donde:
Y = Relacion de area del compuesto a cuantificar entre el area del estandar interno
(=)
X = Relacion de la concentracion del analito entre la concentracion del estandar

interno en mg/100 mL. (%)

m = pendiente (Factor de respuesta relativo).

b = intercambio en el origen de la ordenada “y”.
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sustituyendo variables
Ac (Cc> +h
Aei m( Cei
Despejando para obtener la concentracion del compuesto Cc en mg/100 mL:
Ac (AC) +h
Aei m( Aei

Considerando el Factor de dilucion y el contenido alcohdlico de la muestra, la
concentracion del compuesto expresado en mg/100 mL A.A. se obtiene con la

siguiente formula.
Ac (Ac> +h
Aei m Aei

En donde:

FD: Factor de dilucién en la preparacién de la muestra con el estandar interno. =
(Volumen total del matraz volumétrico/ Volumen de muestra empleada en la

preparacion).
% Alc. Vol. = Contenido alcohdélico de la muestra en % alcohol en volumen a 20|C.

NOTA: en caso de realizar réplicas de cada uno de los niveles de la curva, se puede

promediar las &reas para calcular los factores de respuesta.

La curva de calibracién se considera valida si el coeficiente de correlacibn ® es
mayor o igual a 0.99. los célculos anteriores pueden hacerse utilizando altura de pico

en lugar de areas.
2.3 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
2.3.1 REPETIBILIDAD

a) La repetibilidad de los resultados de las mediciones con este método.

Para valores de hasta 10 mg/100 mL A.A. no debe exceder de 12 %
C.V.
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Para valores mayores de 10 hasta 250 mg/100 mL. A.A. no debe
exceder de 5% C.V.

Para valores mayores a 250 mg/100 mL., no debe exceder de 3% C.V.

2.3.2 REPRODUCIBILIDAD

b) la reproducibilidad de los resultados de las mediciones con este método.

Para valores de hasta 10 mg/100 mL A.A. no debe exceder de 25 %
C.V.

Para valores mayores de 10 hasta 250 mg/100 mL. A.A. no debe
exceder de 15% C.V.

Para valores mayores a 250 mg/100 mL., no debe exceder de 7% C.V.

En el presente trabajo de investigacion, se tuvo como objetivo principal el validar un
método analitico, para la determinacién y cuantificacion de metanol y alcoholes
superiores ocupados en el desarrollo de este, y los cuales estan presentes dentro de
la composicion de las bebidas alcohdlicas por lo que todos los pardmetros analizados

fueron satisfactorios.

TABLA 4: CONDICIONES DE TRABAJO DEL CROMATOGRAFO DE GASES

Temperatura del inyector | 200°C

Temperatura del detector | 250°C

40°C por 8 min., incrementando a 80°C a una razén de 5
min.

Manteniéndose en 80°C por 1 min.

Temperatura del horno ] _
Incrementando a 150°C a una razon de 8 min.,
Manteniéndose en 150°C por 2 min

Incrementando a 200°C a una razén de 2 min.
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FIGURA 26: INTERFAZ DEL CROMATOGRAFO DE GASES MODELO "CLARUS 500"

o 300 ,
80 [100 [ 2

160 [ 200 [2007

200 000

flujo

45 mL/min.

Asi con lo mostrado en la tabla anterior se denota el sistema del modelo utilizado por

dicho equipo antes mencionado, con lo que podemos darnos cuenta del rampeo y los

valores del funcionamiento del equipo.
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CAPITULO 3 RESULTADOS

TABLA 5: MATERIALES EQUIPOS Y PROCEDIMIENTOS

Procedimiento del

RP-LAB-PM-03 Determinacion de aldehidos, metanol y

Laboratorio: alcoholes superiores por el método cromatografico.
NMX-V-005-NORMEX-2018 Determinacién de
Referencia: aldehidos, ésteres, metanol y alcoholes superiores-

Método de Ensayo (prueba).

Clasificacion del Método:

Verificacion del método

Tipo de muestra

Mezcla hidroalcohdlica.

Parametros que evaluar

Repetibilidad
Reproducibilidad
Recuperacion

Sesgo

Incertidumbre
Linealidad

Intervalo de trabajo
Limite de cuantificacién

Materiales

MATRAZ VOLUMETRICO 1 (50 mL)
MATRAZ VOLUMETRICO 2 (50 mL)
MATRAZ VOLUMETRICO 3 (50 mL)
MATRAZ VOLUMETRICO 4 (50 mL)
MATRAZ VOLUMETRICO 5 (50 mL)
PIPETA VOLUMETRICA DE 1 mL CLASE A
PIPETA VOLUMETRICA DE 2 mL CLASE A
PIPETA VOLUMETRICA DE 4 mL CLASE A
PIPETA VOLUMETRICA DE 6 mL CLASE A
MICROPIPETA 1000 MICROLITRO

Reactivos (Nombre, Lote,
Presentacion y Capacidad)

Agua HPLC
4218-05
Frasco de vidrio 2.5 L

Alcohol Etilico Absoluto
6197-03
Frasco de vidrio de 4L

Material de referencia

Metanol
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certificado

12615000
99.5% pureza
1mL

2-Butanol
126118400
99.5% pureza
ImL

Propanol
12451600
99.3% pureza
1mL

Isobutanol
12602200
99.5% pureza
1mL

n-butanol
12525300
99.5% pureza
1 gramo

Alcohol isoamilico
12525400

99.5% pureza

1 gramo

Pentanol
12483500
99.5% pureza
1 gramo

2-Pentanol
12653300
96.6% pureza
1 gramo

Soluciones

Alcohol al 40%
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3.1 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO

METANOL
Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por

duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,

coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 6: CONCENTRACIONES DE LOS PUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO METANOL

Nivel Conc. Obtenido mg/100 ml | Conc. Calculado mg/100 mL Residual
1 11.93839273 12.176 0.141821144
11.20207591 12.176 0.100092255
25.0496598 24.352 -0.079135906
2 24.4890132 24.352 -0.061026807
3 47.70335146 48.704 0.065402444
49.06874353 48.704 0.01819616
98.91387819 97.408 -0.177853384
4 98.41896059 97.408 -0.99831771
5 144.2452207 146.112 1.89715719
146.4747039 146.112 -0.33146328
TABLA 7: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO METANOL
PENDIENTE 0.999613
INTERSECCION 0.0254457
CORRELACION 0.99980648
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.999613
Tr 143.7483798
m 2.827879765
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LINEALIDAD DEL METANOL VALORES RESIDUALES DE

160 METANOL
y = 0.9996x + 0.0254 @ 55
140 R?=0.9996
120 2 °
1.5
100 ¢
3 1 o ®
80
. 0.5
L
60 0
o [ J
40 05 0 L)) 100 90 200
°
20 | @ -1 °
°
0 1.5 °
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FIGURA 27 LINEALIDAD DEL ANALITO METANOL

FIGURA 26 VALORES RESIDUALES DEL ANALITO METANOL

TABLA 8: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO METANOL

paradmetro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98

Valor del estadistico>estadistico de tabla

Estadistico de correlacion (2.3060)

El valor del estadistico debe de ser > al

Estadistico de pendiente de tablas (2.3060)

El valor estadistico debe ser menor al de

Estadistico de intercepto tablas (2.3060)

3.1.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.
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Resultados del analito METANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2

Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatografo de gases en las

unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefaladas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedio a realizar los siguientes célculos.

TABLA 9: INYECCIONES REALIZADA EN LOS DIAS 1Y 2 DEL ANALITO METANOL

3.1.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL ANALITO

METANOL

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Muestra Dia 1 Dia 2

1 96.94 | 108.91
2 99.31 | 101.84

3 10128 | 9958

BAJA 4 10252 | 101.66
5 99.31 99.60

6 97.89 | 101.08

7 95.90 98.89

Muestra Dia 1 Dia 2

1 237.05 | 234.39

2 243.93 | 250.42

3 23857 | 239.12
MEDIA 4 238.42 | 241.17
5 248.80 | 239.59
6 238.15 | 23947
7 237.37 | 24069

Muestra Dia 1 Dia 2
1 77766 | 794.07
2 77839 | 72351
3 77956 | 759.38
ALTA 4 77541 | 748.46
5 722.69 | 75027
6 78031 | 752.18
7 77818 | 757.60

Analisis de varianza de un factor a concentracion baja

RESUMEN
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Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 7 693.1546 99.02208571 5.476997555
Columna2 7 711.5536 101.6505143 11.52859395
ANALISIS DE VARIANZA

0”?22 de Suma de Grggos Promedio de = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
datos 24,1802 1 24.18022864 2.843797422 0.11752895  4.74722535
dias 102.034 12 8.502795753
Total 126.214 13

3.1.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 100.3363

S 3.11588705

%RSD 3.10544345

sr 2.91595538

Si 1.49654043
spi 3.2775645

%r 2.90618189

%Pi 3.26657899

Andlisis de varianza de un factor a concentracién media
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 1682.2832  240.326171 19.2794102
Columna 2 7 1684.85905 240.69415 23.2802344
ANALISIS DE VARIANZA
Origende las  Suma de Grados de  Promedio de o Valor critico
o : F Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0.4739288 1 0.4739288
Dentro de los

grupos 255.357868 12 21.2798223
Total 255.831796 13

0.02227128 0.88384642 4.74722535
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3.1.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 241.308663

S 4.25071715
%RSD 1.76152696
Sr 0.68842487

Si 1.72402741
spi 1.85639417
%r 0.28528809
%Pi 0.76930275

Analisis de varianza de un factor a concentracion alta

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 7 5392.2076 770.315371  443.389431
Dia 2 7 5285.4614 755.065914  436.13119
ANALISIS DE VARIANZA
Origendelas Sumade  Gradosde Promedio de . Valor critico
o . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados
Dias 813.910801 1 813.910801  1.8508055 0.19869662 4.74722535
Repeticiones 5277.12372 12 439.76031
Total 6091.03452 13

3.1.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 762.690643

S 21.6458106
%RSD 2.83808525
sr 3.46410162

Si 7.92608992
spi 8.65002321
%r 0.45419485
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\ %Pi | 1.13414571 |
Criterio de aceptacion:

%r<5%
% Pi <15 %
3.1.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de -
Recuperacién
muestras
98.04856049
92.00128045
102.8648973
100.5626363
97.94544896
100.7488985
101.5459492
101.037862
08.72236412
10 100.2482369
promedio 99.37261343
S 3.024323767

OO N0 IWIN|F-

Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

3.1.2.5 ANALISIS DE SESGO
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a
menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + | 101.8802291
Intervalo de confianza - | 96.86499779
Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.1.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO DEL ANALITO METANOL

EQUIPAMIENTO MRC

Material Pureza del

volumetrico Metanol 106

Balanza analiti
Pureza

reproducibilidad Temperatura
Repetibilidad




INCERTIDUMBRE TIPO A

Urec 0.95638

Urec-rel 3.4579

UstotBAJA 1.8745

UstotBAJA-rel 8.7486

INCERTIDUMBRE TIPO B
Umaterial
vaplml 0.001143
vap2m| 0.000490
vap4m| 0.003511
vameI 0.002245
Uvmatraz1 0.022422
Uvmatraz2 0.021402
UvmatrazS 0.015385
UvMatraza 0.017497
UvMatrazs 0.012129
UvMICROPIPETA 0.1 0.200042
UvMICROPIPETA 0.5 0.420496
UvMICROPIPETA 1 0.089815
Uequipos

Ueg10 0.000034
Ueg100 0.000085
UegBalanza 0.000075
UMRC 0.288675

Incertidumbre combinanada

2.878637722

Incertidumbre exp. K=2

5.757275444
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO METANOL

UVMICROPIPETA 1
UvMICROPIPETA 0.5
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FIGURA 28 GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO METANOL
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3.2 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO 2-
BUTANOL

Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por
duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,
coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 10: CONCENTRACIONES DE LOS PUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO 2-

BuTANOL
Nivel Conc. Obtenqlldo mg/100 | Conc. Calcrl:]IE\do mg/100 Residual
1 2.03865748 2.056 0.01497506
1.98127071 2.056 0.07234683
2 4.15169523 4,112 -0.04151076
4.17665201 4.112 -0.06646103
3 8.13206237 8.224 0.09116177
8.22586967 8.224 -0.00262103
4 16.4278488 16.448 0.0215422
16.6406165 16.448 -0.1911699
5 24.3779951 24.672 0.2974725
24.8713321 24.672 -0.19573565
TABLA 11: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO 2-BUTANOL
PENDIENTE 0.999738798
INTERSECCION 0.002899968
CORRELACION 0.999869391
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.999738798
Tr 174.984722
Tm 2.82805771
Tb 8.3793E-07
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LINEALIDAD DEL 2-BUTANOL VALORES RESIDUALES DEL 2-
30 BUTANOL

y =0.9997x + 0.0029 0.4
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15 0.1 °
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-0.1

FIGURA 29: LINEALIDAD DEL ANALITO 2-BUTUNAL
FIGURA 30: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO 2-BUTANOL

TABLA 12: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO 2-BUTANOL

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98
Estadistico de correlacion Valor del estadistico>estadistico de tabla
(2.3060)
. . El valor del estadistico debe de ser > al de tablas
Estadistico de pendiente
(2.3060)
. . El valor estadistico debe ser menor al de tablas
Estadistico de intercepto (2.3060)

3.2.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.
Resultados del analito 2-BUTANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2

Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatografo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefialadas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedio a realizar los siguientes célculos.
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TABLA 13: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO 2-BUTANOL

Muestra| Dial Dia 2
1 |11.2226 | 10.7766
2 |11.2403 | 11.2077
3 |11.1682 | 11.4432
BAJA 4 |11.1528| 11.1684
5 |11.4277 | 11.3266
6 |11.4433| 11.3378
7  |11.3556 | 11.3164
Muestra| Dial Dia 2
1 | 28.8282| 286146
2 |28.9759 | 30.1943
3 | 28.7527 | 29.0285
MEDIA 4 |28.6936| 28.9166
5 |32.4413 | 28.9634
6 |28.8286| 28.5165
7 [28.7995 [ 29.038983
Muestra| Dial Dia 2
1 |89.2329 | 86.9272
2 | 85.7553| 89.423
3 |89.3347 | 89.5385
ALTA 4 |86.2112| 85.7553
5 | 90.0734| 90.0249
6 |85.0846 | 85.2386
7 |87.4477| 83.7576

3.2.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Andlisis de varianza de un factor a concentracion baja

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 79.0105 11.2872143 0.014564
Columna 2 7 78.5767 11.2252429 0.047263
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Grados de Promedio de los . Valor critico
o . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.01344 1 0.0134416 0.434816 0.522089 4.74722535
Dentro de los 0.37096 12 0.03091331
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grupos
Total 0.3844 13

3.2.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
X 11.2562286

S 0.17195736
%RSD 1.5276641
Sr 0.17582182

Si 0.04995957
spi 0.18278203
%r 1.56199582
%Pi 1.62383012

Andlisis de varianza de un factor a concentracion media

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 205.32 29.3314 1.888079
Columna 2 7 203.273 29.039 0.301441

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados Promedio Valor
g. . de de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.29928 1 0.29928 0.273372 0.6106 4.747225
Dentro de los
grupos 13.1371 12 1.09476
Total 13.4364 13

3.2.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 29.1852
S 1.01665
%RSD 3.48343
sr 1.04631
Si 0.33711
spi 1.09927
%r 3.58506
%Pi 3.76654
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Andlisis de varianza de un factor a concentracion alta

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 613.14 87.5914 3.912475
Columna 2 7 610.665 87.2379 6.039853

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de los o Valor critico
o : F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.43744 1 0.43744 0.087907 0.771924 4747225
Dentro de los
grupos 59.714 12 4.97616
Total 60.1514 13

3.2.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 87.41464
S 2.151054
%RSD 2.460748
sr 2.230732
si 0.805226
spi 2.371614
%r 2.551897
%Pi 2.713063

Criterio de aceptacion:
%r<5%

% Pi <15 %

3.2.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una soluciéon hidroalcohdlica con valor conocido

No. de Recuperacié
muestras n
1 99.1564921 |
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96.3653071
100.965351
101.572277
08.8820813
100.022734
99.8774855
101.171063
08.8083459

10 100.807929
promedio 99.7629065

S 1.54465986

OO N0 |WIN

Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

3.2.2.5 Andlisis de sesgo
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + 101.04366
Intervalo de confianza - 98.482153

Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.2.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

EQUIPAMIENTO
Material MRC Pureza del 2-

—volumétrico—— butanol
Balanza analiti
Pureza

reproducibilidad Temperatura

Repetibilidad
Presion

PERSONAL MEDIO AMBIENTE

FIGURA 33: DIAGRAMA DE ISHIKAWA DEL ANALITO 2-BUTANOL
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INCERTIDUMBRE TIPO A

Urec 0.48846
Urec-rel 0.1945
UstotBAJA 1.1682
UstotBAJA-rel 2.5170

INCERTIDUMBRE TIPO B

Umaterial
vaplml 0.001143
vapZmI 0.000490
vap4m| 0.003511
vap6m| 0.002245
Uvmatrazl 0.022422
Uvmatraz2 0.021402
Uvmatraz3 0.015385
UvMatraz4 0.017497
UvMatrazs 0.012129

UvMICROPIPETA 0.1 0.200042

UvMICROPIPETA 0.5 0.420496

UvMICROPIPETA 1 0.089815

Uequipos
Ueq10 0.000034
Ueg100 0.000085
Ueq Balanza 0.000075
UMRC 0.288675

Incertidumbre combinanada

2.878637722

Incertidumbre exp. K=2

5.757275444
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO 2-BUTANOL
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UvMICROPIPETA 0.5 [INDERDEISEN

UvMICROPIPETA 0.1 |HBEEDO42
UvMatraz5 | 0.012129
UvMatraz4 | 0.017497
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Upur  NIDEEEE 5
UegBalanza = 0.000075
Ueq100 0.000085
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FIGURA 31: GRAFICO DE CONTRIBUCIONES DEL ANALITO 2-BUTANOL
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3.3 LINEALIDAD E
PROPANOL

INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO

Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por

duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,

coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 14: CONCENTRACIONES DE LOS PuUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO

PROPANOL
Nivel Conc. Obtenqlido mg/100 | Conc. Calcrl:]IE\do mg/100 Residual

1 8.195894122 8.084 -0.12804641
7.613378865 8.084 0.45420348

5 16.36176099 16.168 -0.20619321
16.2201855 16.168 -0.06468223

3 31.56660824 32.326 0.7538863
32.20233197 32.326 0.11845217

4 65.47802406 64.672 -0.79608076
66.00400168 64.672 -1.32181877

5 95.7248674 97.008 1.30685522
97.14894718 97.008 -0.1165758

TABLA 15: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO PROPANOL

PENDIENTE

1.040811342

INTERSECCION

-11.87310461

CORRELACION

0.999772193

COEFICIENTE DE DETERMINACION

0.999544438

Tr 132.486644
m 2.82778279
Tb -5.6446E-05
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LINEALIDAD DEL PROPANOL
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FIGURA 32: LINEALIDAD DEL ANALITO PROPANOL

VALORES RESIDUALES DE
PROPANOL

[
0 40 60 80 !OO 120

FIGURA 33: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO PROPANOL

TABLA 16: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO PROPANOL

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98

Estadistico de correlacion

Valor del estadistico>estadistico de tabla

(2.3060)

Estadistico de pendiente

El valor del estadistico debe de ser > al de

tablas (2.3060)

Estadistico de intercepto

El valor estadistico debe ser menor al de tablas

(2.3060)

3.3.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohdlica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.

Resultados del analito PROPANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2
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Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatégrafo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefialadas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedio a realizar los siguientes calculos.

TABLA 17: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO PROPANOL

Muestra Dia 1 Dia 2
1 73.3045 79.8278
2 740394 | 74.9263
3 73.367 73.865
BAJA 4 74.018 73.8226
5 73.8138 74.5264
6 73.9025 73.1515
7 72.9192 73.4814
Muestra Dia 1 Dia 2
1 145.9762 142.536
2 151.6036 151.441
3 145.6173 144.476
MEDIA 4 148.0378 145.147
5 148.4366 146.286
6 147.085 | 143.658
7 144.8212 145.591
Muestra Dia 1 Dia 2
1 424.4055 429.321
2 420.0823 392.836
3 421.7945 | 410.935
ALTA 4 417.6064 407.067
5 394.2391 409.854
6 416.5098 407.264
7 421.6516 415.765

3.3.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Andlisis de varianza de un factor a concentracién baja
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RESUMEN

Grupos Cuenta  Suma Promedio Varianza
Columnal 7 515.3644 73.6234857 0.18437498
Columna2 7 523.601  74.8001429 5.27589589

ANALISIS DE VARIANZA

. Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de N »
o de de los F Probabilidad  critico
variaciones cuadrados )
libertad cuadrados para F
Entre grupos 4.84582711 1 4.84582711 1.77494019 0.20752013 4.7472253
Dentro de los
grupos 32.7616252 12 2.73013543
Total 37.6074523 13

3.3.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 74.211814
S 1.7008471
%RSD 2.2918819
sr 3.4641016
Si 0.5497651
spi 3.5074552
%r 4.6678573
%Pi 4.726276

Andlisis de varianza de un factor a concentracién media

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 1031.5777 147.368243 5.18319699
Columna 2 7 1019.13443 145.590633 8.20243969

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde  Promedio de o Valor critico
o : F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 11.0596347 1 11.0596347 1.652463 0.22287859 4.74722535
Dentro de los
grupos 80.31382 12 6.69281834
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Total 91.3734547 13

3.3.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
X 146.479438

S 2.6511747
%RSD 1.80992959
Sr 3.46410162

Si 0.78982967
spi 3.55300308
%r 2.36490641
%Pi 2.42559852

Andlisis de varianza de un factor a concentracion alta

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 2916.2892 416.612743 104.430571
Columna 2 7 2873.042 410.434571 119.47005

ANALISIS DE VARIANZA

Orlg_en _de las Sumade Gr_ados de Promedio de = Probabilidad Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados

Entre grupos 133.594308 1 133.594308 1.19333575 0.29610395 4.74722535
Dentro de los

grupos 1343.40372 12 111.95031

Total 1476.99803 13

3.3.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 413.523657

S 10.6590447
%RSD 2.57761424
sr 3.46410162

Si 1.75840827
spi 3.88484229
%r 0.83770337
%Pi 0.93944862
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Criterio de aceptacion:
%r<5%
% Pi <15 %

3.3.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de
muestras

Recuperacion

101.384143
94.178363
101.198423
100.32277
97.6508329
99.6174348
101.246326
102.059627
98.677292

10 100.145294
promedio 99.6480506
S 2.34141512

OO |INOO O~ WIN|F

Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

3.3.2.5 ANALISIS DE SESGO
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + | 101.589433
Intervalo de confianza - | 97.7066681

Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.3.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO
Diagrama de Ishikawa
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FIGURA 34: DIAGRAMA DE ISHIKAWA DEL ANALITO PROPANOL

”‘lbl:r\ 1HUUIiviDRCE 11Irv A

Urec 0.74042

Urec-rel 3.7439

UstotBAJA 3.7866

UstotBAJA-rel 4.0995

INCERTIDUMBRE TIPO B
Umaterial
vaplml 0.001143
vap2m| 0.000490
vap4m| 0.003511
vap6m| 0.002245
Uvmatrazl 0.022422
Uvmatraz? 0.021402
UvmatrazS 0015385
UvMatraz4 0.017497
UvMatrazS 0.012129
UvMICROPIPETA 0.1 0.200042
UvMICROPIPETA 0.5 0.420496
UvMICROPIPETA 1 0.089815
Uequipos

Ueg10 0.000034
Ueq100 0.000085
UquaIanza 0.000075
UMRC 0.288675

Incertidumbre combinanada

| 6.789628474
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| Incertidumbre exp. K=2 | 13.57925695 |

GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO PROPANOL

UVMICROPIPETA 1 [lD.089815
UvMICROPIPETA 0.5 [ IIIRIED6
UvMICROPIPETA 0.1 |[HBEB00042

UvMatraz5 | 0.012129
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Uvmatraz2 | 0.021402
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Uvppbml = 0.002245
Uvpp4ml| = 0.003511
Uvpp2ml  0.000490
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Upur IO 5
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Ueql0 0.000034
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FIGURA 35: GRAFICO DE CONTRIBUCIONES DEL ANALITO PROPANOL
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3.4 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO
ISOBUTANOL

Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por
duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,
coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 18: CONCENTRACIONES DE LOS PuUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO

ISOBUTANOL
Nivel Conc. Obtenqlido mg/100 | Conc. Calcrl:]IE\do mg/100 Residual
1 7.61019123 1.772 0.142961916
7.42884722 1.772 0.324206458
5 15.8381099 15.544 -0.308443486
15.6980669 15.544 -0.168477311
3 30.5098058 31.088 0.571908532
30.9718179 31.088 0.110149934
4 62.7552171 62.176 -0.567815055
63.2537377 62.176 -1.066062165
5 91.5848818 93.264 1.706334295
94.0373245 93.264 -0.744763117
TABLA 19: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO ISOBUTANOL

PENDIENTE 0.999612996

INTERSECCION 0.025445698

CORRELACION 0.999806479

COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.999612996

Tr 143.74838

Tm 2.82810827

Tb 1.3609E-07
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FIGURA 36: LINEALIDAD DEL ANALITO ISOBUTANOL

FIGURA 37: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO ISOBUTANOL

100

TABLA 20: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO ISOBUTANOL

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98
Estadistico de correlacion Valor del estadistico>estadistico de tabla (2.3060)

Estadistico de pendiente

El valor del estadistico debe de ser > al de tablas

(2.3060)

Estadistico de intercepto

El valor estadistico debe ser menor al de tablas

(2.3060)

3.4.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.

Resultados del analito ISOBUTANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2
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Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatégrafo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefialadas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedi6 a realizar los siguientes célculos.

TABLA 21: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO ISOBUTANOL

Muestra Dia 1 Dia 2
1 47.5836 48.8847
2 47.598 47.7989
3 48.297 48.0985
BAJA 4 48.1289 47.755
5 47.7432 48.127
6 48.1404 46.6173
7 47.6781 46.6221
Muestra Dia 1 Dia 2
1 120.3031 | 119.9919
2 120.0842 | 124.5302
3 121.021 | 120.7881
MEDIA 4 120.1665 | 117.8791
5 127.4496 | 120.3251
6 121.1261 | 118.2357
7 120.6121 | 120.29168
Muestra Dia 1l Dia 2
1 371.5048 | 379.477
2 372.4211 | 370.401
3 375.4495 | 377.459
ALTA 4 378.5009 | 371.955
5 373.6729 | 374.073
6 380.5279 | 373.726
7 387.9253 | 375.074

3.4.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Analisis de varianza de un factor a concentracion baja
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 335.1692 47.8813143 0.088415
Columna 2 7 333.9035 47.7005 0.681926

ANALISIS DE VARIANZA

. Promedio .
Ongen_de las Suma de Grados de de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados
Entre grupos 0.11443 1 0.11442832 0.297085 0.59570109 4.74722535
Dentro de los
grupos 4.62205 12 0.38517072
Total 4.73648 13

3.4.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 47.7909071

S 0.60360946
%RSD 1.26302155
sr 0.62062123

Si 0.19666592
spi 0.65103625
%r 1.29861781
%Pi 1.36225966

Andlisis de varianza de un factor a concentracién media

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 850.763 121.538 6.96013
Columna 2 7 842.042 120.292 4.725011
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las ~ Suma de Grados Promedio Valor
gen de de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados para F
Entre grupos 5.43233 1 5.43233 0.929785 0.35395 4747225
Dentrodelos 54108 12 584257
grupos
Total 75.5432 13
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3.4.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 120.915
S 2.4106
%RSD 1.99364
sr 2.41714
Si 0.24209
spi 2.42923
%r 1.99905
%Pi 2.00905
Analisis de varianza de un factor a concentracion alta
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 2640 377.143 33.09243
Columna 2 7 2622.17 374.595 9.643064
ANALISIS DE VARIANZA
Ong_en_de las  Sumade Gr_ados de Promedio de los F Probabilidad  critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 22.7246 1 22.7246 1.0635
Dentro de los
grupos 256.413 12 21.3677
Total 279.138 13

3.4.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 375.8692
s 4.633802
%RSD 1.232823
Sr 4.622526
si 0.440267
spi 4.643445
%r 1.229823
%Pi 1.235389

Criterio de aceptacion:
%r<5%
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% Pi<15%

3.4.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de
muestras

Recuperacion

97.91805498
95.58475575
101.8921122
100.9911666
08.14013711
99.62627976
100.9315767
101.733366

98.19960734

10 100.8291779
promedio 99.58462343

S 2.056591006

OIONO|OTDWIN(F

Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

3.4.2.5 ANALISIS DE SESGO
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + 101.2898442
Intervalo de confianza - 97.87940264

Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.4.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

Diagrama de Ishikawa

EQUIPAMIENTO

Material MRC Pureza del
_volumétrico _Isobutanol
Balanza
Pureza
»
reproducibilidad M
Repetibilidad I

Presion



INCERTIDUMBRE TIPO A

Urec 0.65035

Urec-rel 0.6920

UstotBAJA 2.5953

UstotBAJA-rel 4.9613

INCERTIDUMBRE TIPO B
Umaterial
vaplml 0.001143
vap2m| 0.000490
vap4m| 0.003511
vap6m| 0.002245
Uvmatrazl 0.022422
Uvmatrazz 0.021402
Uvmatraz3 0.015385
UvMatraz4 0.017497
UvMatrazS 0.012129
UvMICROPIPETA 0.1 0.200042
UvMICROPIPETA 0.5 0.420496
UvMICROPIPETA 1 0.089815
Uequipos

Ueg10 0.000034
Ueq100 0.000085
UquaIanza 0.000075
UMRC 0.288675

Incertidumbre combinanada

5.706284349

Incertidumbre exp. K=2

11.4125687
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO ISOBUTANOL

UVMICROPIPETA 1 [0.089815
UvMICROPIPETA 0.5 |HDEEB496
UvMICROPIPETA 0.1 [H@1200042
UvMatraz5 | 0.012129
UvMatraz4 | 0.017497
Uvmatraz3 | 0.015385
Uvmatraz2 | 0.021402
Uvmatrazl | 0.022422
Uvppbml  0.002245
Uvpp4ml| = 0.003511
Uvpp2ml  0.000490
Uvpplml = 0.001143
Upur [IB88675
UegBalanza = 0.000075
Ueq100 0.000085
Ueql0 0.000034

UstotALTA I G

UstotMEDIA IS OsE

70,6920 !

UstotBAJA

Urec  [IDIGEDESE

0.00000 1.00000 2.00000 3.00000 4.00000 5.00000 6.00000

FIGURA 39: GRAFICO DE CONTRIBUCIONES DEL ANALITO ISOBUTANOL
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3.5 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO N-

BUTANOL
Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por

duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,
coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 22: CONCENTRACIONES DE LOS PUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO N-
BuTANOL

Nivel Conc. Obterglido mg/100 | Conc. CalcrL:]IIzildo mg/100 Residual

1 1.91283671 2.06 0.141821144
1.95458982 2.06 0.100092255

5 4.1951174 412 -0.079135906
4.17699779 4.12 -0.061026807

3 8.17288602 8.24 0.065402444
8.22011969 8.24 0.01819616

4 16.6610647 16.48 -0.177853384
16.837213 16.48 -0.353899499

5 24.2824631 24.72 0.445168329
24.8267118 24.72 -0.098764736

TABLA 23: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO N-BUTANOL

PENDIENTE 0.99942004
INTERSECCION 0.00645152
CORRELACION 0.99970998

COEFICIENTE DE

DETERMINACION 0.99942004
Tr 117.413607
Tm 2.82760681

Tb 1.8529E-06
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LINEALIDAD DEL N-BUTANOL VALORES RESIDUALES DEL N-

30 BUTANOL
- y = 0.9994x + 0.0065 0.5 °
R®=0.9994 .- 0.4
20 03
_." 0.2
: °
10 0 e
. 010 @ 10 15 20 & 30
> 0 -0.2 e
¢ 0.3
0 : o
0 10 20 30 | -04

FIGURA 40: LINEALIDAD DEL ANALITO N-BUTANOL

FIGURA 41: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO N-BUuTANOL

TABLA 24: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO N-BUTANOL

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98

Estadistico de correlacion Valor del estadistico>estadistico de tabla (2.3060)

Estadistico de pendiente El valor del estadistico debe de ser > al de tablas
(2.3060)

e . El valor estadistico debe ser menor al de tablas
Estadistico de intercepto (2.3060)

3.5.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.

Resultados del analito N-BUTANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2
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Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatégrafo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefialadas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedi6 a realizar los siguientes célculos.

TABLA 25: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO N-BUTANOL

Muestra Dia 1 Dia 2
1 16.465 16.0818
2 16.2025 16.7642
3 16.6965 16.6681
BAJA 4 16.6561 | 16.7511
5 16.4429 16.726
6 16.4853 16.4977
7 16.4479 16.5703
Muestra Dia 1 Dia 2
1 41.5305 41.9108
2 43.1269 43.1367
3 41.9309 41.6456
MEDIA 4 42.1775 42.4899
5 44.9606 40.0936
6 42.1623 41.4775
7 41.9291 41.7924
Muestra Dia 1l Dia 2
1 133.0012 | 138.833
2 136.3442 | 128.756
3 136.9284 132.24
ALTA 4 134.551 131.409
5 130.1615 133.43
6 134.6003 | 135.255
7 136.7057 | 134.057

3.5.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Analisis de varianza de un factor a concentracion baja
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 115.3962 16.4851714 0.02622707
Columna 2 7 116.0592 16.5798857 0.05789216

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados de Promedio de los o Valor critico
A : F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos  0.03139779 1 0.03139779 0.7465067 0.40452421 4.74722535
Dentro de los
grupos 0.5047154 12 0.04205962
Total 0.53611319 13

3.5.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 16.5364
S 0.21895
%RSD 1.32406
sr 0.20508
Si 0.03903
spi 0.20876

%r 1.2402

%Pi 1.26245

Andlisis de varianza de un factor a concentracién media

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 7 297.8178 42.5454 1.37348454
Columna2 7 292.54645 41.79235 0.88571683

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de . Valor critico

A X de los F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados

Entre grupos 1.98479506 1 1.98479506 1.75707671 0.20967179 4.74722535
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Dentro de los
grupos 13.5552082 12 1.12960069

Total 15.5400033 13

3.5.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 42.2202333
S 1.1797183
%RSD 2.79420129
Sr 1.06282674
Si 0.34952915
spi 1.11882586
%or 2.51733981
%Pi 2.64997556
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 942.2923 134.613186 5.8592134
Columna 2 7 933.9801 133.425729 10.0428012
ANALISIS DE VARIANZA
. Grados . .
Origendelas Suma de Promedio de o Valor critico
. de F Probabilidad
variaciones  cuadrados . los cuadrados para F
libertad
Entre grupos  4.93519063 1 4.93519063 0.62070005 0.44607106 4.74722535
Dentro de los
grupos 95.4120874 12 7.95100729
Total 100.347278 13

3.5.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

| Prueba | Resultados |
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x 134.019457

s 2.77831269

%RSD 2.07306666

sr 2.81975305

Si 0.65637714

spi 2.89514045

%r 2.10398782

%Pi 2.1602389

Criterio de aceptacion:
%r<5%

% Pi <15 %

3.5.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de
muestras

Recuperacién

92.85615103
94.88300074
101.8232379
101.3834416
99.1855099
99.75873415
101.0986935
102.1675544
98.23002876

10 100.4316821
promedio 99.1818034

S 3.085955287
Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

O ONOO|OIA|WIN|F

3.5.2.5 Andlisis de sesgo
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + | 101.7405208
Intervalo de confianza - 96.62308604
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Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.5.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO

Diagrama de Ishikawa

EQUIPAMIENTO

Material MRC Pureza del N-
volumétrico Butanol
Balanza
Pureza
L
reproducibilidad Temperatura
Repetibilidad
Presién
PERSONAL MEDIO AMBIENTE
FIGURA 42: DIAGRAMA DE ISHIKAWA DEL ANALITO N-BUTANOL
INCERTIDUMBRE TIPO A
Urec 0.97586
Urec-rel 0.2227

UstotBAJA 1.1888
UstotBAJA—reI 3.0851

INCERTIDUMBRE TIPO B

Umaterial
vaplml 0.001143
vap2m| 0.000490
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vap4m| 0.003511

vap6m| 0.002245

Uvmatrazi 0.022422

Uvmatra22 0.021402

Uvmatraz3 0.015385

UvMatraz4 0.017497

UvMatrazS 0.012129

UvMICROPIPETA 0.1 0.200042

UvMICROPIPETA 0.5 0.420496

UvMICROPIPETA 1 0.089815

Uequipos

Ueq10 0.000034

Ueq100 0.000085

UegBalanza 0.000075

UMRC 0.288675
Incertidumbre combinanada 3.4989492
Incertidumbre exp. K=2 6.9978984
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO N-BUTANOL

UVMICROPIPETA 1 |lB.089815
UvMICROPIPETA 0.5 |IEBOESEN
UvVMICROPIPETA 0.1 |[HBEEB0042
UvMatraz5 | 0.012129
UvMatraz4 | 0.017497
Uvmatraz3 | 0.015385
Uvmatraz2 | 0.021402
Uvmatrazl | 0.022422
Uvppbml  0.002245
Uvpp4ml| = 0.003511
Uvpp2ml  0.000490
Uvpplml = 0.001143
Upur [IDIBEE 75
UegBalanza = 0.000075
Ueq100 0.000085
Ueql0 0.000034

UstotALTA | ST

UstotMEDIA  INEEEEE
UstotBAJA DI 7
Urec IINOEVSSEN

0.00000 0.50000 1.00000 1.50000 2.00000 2.50000 3.00000 3.50000

FIGURA 43: GRAFICO DE CONTRIBUCIONES DEL ANALITO N-BUTANOL
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3.6 LINEALIDAD E
PENTANOL

INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO

Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por

duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,

coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 26: CONCENTRACIONES DE LOS PUNTOS ELABORADOS DEL ANALITO PENTANOL

Conc. Obtenido mg/100

Conc. Calculado mg/100

Nivel Residual
ml mL
1 1.047033498 1.076 0.02704579
1.022016144 1.076 0.05205305
5 2.18014172 2.152 -0.02960554
2.161000147 2.152 -0.01047168
3 4.233729695 4.304 0.06963455
4.317012941 4.304 -0.01361511
4 8.689137477 8.608 -0.07997669
8.776636065 8.608 -0.16744
5 12.73329429 12.912 0.18149721
12.94399802 12.912 -0.02912157

TABLA 27: ESTADISTICO OBTENIDO DEL ANALITO PENTANOL

PENDIENTE 0.999612996
INTERSECCION 0.025445698
CORRELACION 0.999806479

COEFICIENTE DE

DETERMINACION 0.999612996

Tr 143.74838
Tm 2.82790271
Tb 5.1288E-05
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LINEALIDAD DEL PENTANOL VALORES RESIDUALES DEL

14 PENTANOL
y = 0.9996x + 0.0023 #® 0.2
12 R?=0.9996 . °
0.15
10 -
P 0.1
8 °
005 | ®
6 0 ®
‘ 0 HE °
: 5 10 15
4 . -0.05
o
2 K 0.1
o
-0.15
0 °
0 5 10 15 0.2

FIGURA 44: LINEALIDAD DEL ANALITO PENTANOL

FIGURA 45: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO PENTANOL

TABLA 28: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO PENTANOL

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98

Estadistico de correlacion Valor del estadistico>estadistico de tabla (2.3060)

Estadistico de pendiente El valor del estadistico debe de ser > al de tablas
(2.3060)

e . El valor estadistico debe ser menor al de tablas
Estadistico de intercepto (2.3060)

3.6.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.
Resultados del analito PENTANOL obtenidos en el Dia 1 y Dia 2

Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatégrafo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefialadas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedio a realizar los siguientes célculos.

143




TABLA 29: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO PENTANOL

Muestra Dia 1 Dia 2
1 23.5782 24.4737
2 25.5331 23.1273
3 23.626 23.1923
BAJA 4 234713 | 23.8492
5 23.2364 23.9636
6 23.0179 23.7411
7 23.3015 23.3678
Muestra Dia 1 Dia 2
1 59.8555 59.7488
2 62.2877 61.5943
3 60.1295 59.988
MEDIA 4 60.378 59.898
5 69.7158 60.1686
6 60.1349 59.7749
7 59.7623 60.1954
Muestra Dia 1l Dia 2
1 197.5025 | 201.421
2 196.4583 | 184.803
3 198.035 192.473
ALTA 4 196.384 191.505
5 196.3112 | 193.763
6 195.798 192.14
7 198.8447 | 195.988

3.6.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Andlisis de varianza de un factor a concentracién baja

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 165.7644 23.6806286 0.71153857

Columna 2 7 165.715 23.6735714 0.23054311
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ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Ongen_de las Suma de Grados de de los = Probabilidad Valor critico

variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados

Entre grupos 0.00017431 1 0.00017431 0.00037006 0.98496833 4.74722535

Dentro de los
grupos

Total 5.65266434 13

5.65249003 12 0.47104084

3.6.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
X 23.6771
S 0.65941
%RSD 2.78501
sr 0.68632
Si 0.25936
spi 0.73369
%r 2.89868
%Pi 3.09875

Andlisis de varianza de un factor a
concentracion media

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 432.2637 61.7519571 13.066683
Columna 2 7 421.368033 60.1954333 0.41089546

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade  Grados de o Valor critico
A . de los F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad para F

cuadrados

Entre grupos 8.47968229 1 8.47968229 1.25833915 0.28391097 4.74722535

Dentro de los

grupos 80.8654707 12 6.73878922

Total 89.345153 13

3.6.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

| Prueba | Resultados |
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X 60.9736952

S 2.62158427
%RSD 4,2995332
Sr 2.5959178

S 0.49869731
spi 2.64338575
%or 4.25743887
%Pi 4.33528875

Andlisis de varianza de un factor a concentracion alta

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 7 1379.3337 197.047671 1.21714762
Columna?2 7 1352.0936 193.156229 25.1152539

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
las . los F Probabilidad
L cuadrados libertad para F
variaciones cuadrados
Entre
grupos 53.0016463 1 53.0016463 4.02558394 0.06788984 4.74722535
Dentro de
los grupos  157.994409 12 13.1662008
Total 210.996055 13

3.6.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 195.10195

s 4.02870523
%RSD 2.0649231
Ssr 3.62852597

si 2.38553515
spi 4.34246228
%r 1.8598102
%Pi 2.22574007

Criterio de aceptacion:

%r<5%
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% Pi<15%

3.6.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de
muestras

Recuperacion

97.3079459
94.982913
101.307701
100.418222
98.3673256
100.302345
100.942582
101.959062
98.6159719

10 100.247816
promedio 99.4451885
s 2.12617343
Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

OO N0~ WIN(F

3.6.2.5 ANALISIS DE SESGO
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + 101.208104
Intervalo de confianza - 97.6822735

Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.6.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO
Diagrama de Ishikawa

EQUIPAMIENTO

Material MRC Pureza del
_volumétrico _Pentanol
Balanza
Pureza
"
reproducibilidad M
Repetibilidad -

Presién

PERSONAL MEDIO AMBIENTE



INCERTIDUMBRE TIPO A

Urec 0.67236

Urec-rel 0.7782

UstotBAJA 2.8196

UstotBAJA-rel 4.5539

INCERTIDUMBRE TIPO B
Umaterial
vaplml 0.001143
vapZmI 0.000490
vap4m| 0.003511
vap6m| 0.002245
Uvmatrazi 0.022422
Uvmatraz2 0.021402
Uvmatraz3 0.015385
UvMatraza 0.017497
UvMatrazs 0.012129
UvMICROPIPETA 0.1 0.200042
UvMICROPIPETA 0.5 0.420496
UvMICROPIPETA 1 0.089815
Uequipos

Ueg10 0.000034
Ueq100 0.000085
Uqualanza 0.000075
UMRC 0.288675

Incertidumbre combinanada

5.482298813

Incertidumbre exp. K=2

10.96459763
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO PENTANOL
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FIGURA 47: GRAFICO DE CONTRIBUCIONES DEL ANALITO PENTANOL
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3.7 LINEALIDAD E INTERVALO DE TRABAJO DEL ANALITO
ISOAMILICO

Datos: Se prepara una curva de calibracion a 5 niveles, cada nivel se realiza por
duplicado y con lo cual se determina la grafica de linealidad, grafica de residuales,
coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, estadistico de coeficiente de

correlacion, estadistico de pendiente y estadistico de interseccion.

TABLA 30: CONCENTRACIONES DE LOS PuNTOS ELABORADOS DEL ANALITO
ISOAMILICO

Nivel Conc. Obterglido mg/100 | Conc. Calcrl:]IIzildo mg/100 Residual
1 11.5745047 11.812 0.21993922
11.2869462 11.812 0.50740117
2 24.0146032 23.634 -0.39398404
23.903361 23.634 -0.28277922
3 46.4253963 47.248 0.81674455
47.1759775 47.248 0.06641521
4 95.6217506 94.976 -0.63509814
96.6149496 94,976 -1.62796378
5 139.951208 141.744 1.81832294
142.259303 141.744 -0.48899791
TABLA 31: ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL ANALITO ISOAMILICO
PENDIENTE 0.999612996
INTERSECCION 0.025445698
CORRELACION 0.999806479
COEFICIENTE DE DETERMINACION | 0.999612996
Tr 143.74838
Tm 2.8278071

Tb 3.8619E-08
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LINEALIDAD DEL VALORES RESIDUALES DEL

ISOAMILICO ISOAMILICO
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FIGURA 48: LINEALIDAD DEL ANALITO ISOAMILICO

FIGURA 49: VALORES RESIDUALES DEL ANALITO ISOAMILICO

TABLA 32: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS ESTADISTICOS DEL

ANALITO ISOAMILICO

parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion > 0.995
Coeficiente de determinacion >0.98
Estadistico de correlacion Valor del estadistico>estadistico de tabla
(2.3060)
. . El valor del estadistico debe de ser > al de tablas
Estadistico de pendiente
(2.3060)
. . El valor estadistico debe ser menor al de tablas
Estadistico de intercepto (2.3060)

3.7.1 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
Datos: Se analizaron 3 muestras de mezcla hidroalcohélica de los cuales se hicieron

7 repeticiones por dos dias para sacar repetibilidad y reproducibilidad.
Resultados del analito ISOAMILICO obtenidos en el Dia 1 y Dia 2

Observando los datos obtenidos en las corridas del cromatografo de gases en las
unidades de mg/100mL en las concentraciones antes sefaladas se generaron las

siguientes tablas con lo que se procedio a realizar los siguientes célculos.
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TABLA 33: INYECCIONES REALIZADAS EN LOS DIAS 1 Y 2 DEL ANALITO ISOAMILICO

Muestra Dia 1 Dia 2

1 94.24 100.66

2 94.54 94.16

3 93.83 94.59

BAJA 4 93.83 94.47
5 93.37 94.50

6 93.36 93.77

7 92.91 92.96

Muestra Dia 1 Dia 2

1 237.05 238.00

2 240.12 240.62

3 238.57 237.97

MEDIA 4 238.42 238.04
5 240.00 237.45

6 238.15 237.20

7 237.37 239.00

Muestra Dia 1l Dia 2

1 786.66 794.21
2 776.37 744.79
3 779.14 759.73
ALTA 4 772.31 759.70
5 748.76 759.54
6 770.87 757.30
7 782.39 773.99

3.7.2 ANALISIS DE REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Andlisis de varianza de un factor para homogeneidad.

Andlisis de varianza de un factor a concentracién baja

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 656.0877 93.7268143 0.312026

Columna 2 7 665.1042 95.0148857 6.509307
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ANALISIS DE VARIANZA

Probabilidad

Valor critico
para F

Origen de las Sumade Grados de Promedio
o - de los F
variaciones cuadrados libertad

cuadrados
Entre grupos 5.80695 1
Dentro de los
grupos 40.928 12 3.41066653
Total 46.7349 13

5.80694802 1.702585 0.21641865 4.74722535

3.7.2.1 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
X 94.37085
S 1.89604743
%RSD 2.00914523
Sr 1.846799
Si 0.58508626
spi 1.93726417
%or 1.95695916
%Pi 2.05282051
Andlisis de varianza de un factor a concentracién media
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 1669.67 238.524 1.393966
Columna 2 7 1668.27 238.325 1.348496

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados de Promedio de los . ,\_/alor
. : F Probabilidad critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados =
Entre grupos 0.13874 1 0.13874 0.101176 0.75589 4.747225
Dentro de los
grupos 16.4548 12 1.37123
Total 16.5935 13

3.7.2.2 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA

PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

| Prueba | Resultados |
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X 238.4245
S 1.1298
%RSD 0.4739
Sr 1.1710
Si 0.4196
spi 1.2439
Oor 0.4911
%Pi 0.5217
Analisis de varianza de un factor a concentracién alta
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 7 5416.49 773.785 152.0264
Columna 2 7 5349.26 764.18 247.083

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Grados de Promedio de los - ,\_/alor
. . F Probabilidad critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados E
Entre grupos  322.88 1 322.88 1.618001 0.227469 4.747225
Dentro de los
grupos 2394.66 12 199.555
Total 2717.54 13

3.7.2.3 CRITERIO DE ACEPTACION: F CALCULADA > F TABLAS CON UNA
PROBABILIDAD MAYOR A 0.05

Prueba Resultados
x 768.9822
s 14.4583
%RSD 1.8802
Sr 14.1264
si 4.1974
spi 14.7368
%r 1.8370
%Pi 1.9164
Criterio de aceptacion:
%r<5%

% Pi <15 %
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3.7.2.4 ANALISIS DE RECUPERACION

Datos: Se analizaron 10 muestras de una solucién con valor conocido

No. de -
Recuperacién
muestras
97.9893725
95.5549121
101.610405
101.139718
98.258966
99.847565
100.679909
101.725646
98.73519
10 100.363545
promedio 99.5905229
s 1.95059974

O ONOO|OH AW IN|F

Criterio de aceptacion: el valor promedio debe estar entre el 98 % — 102 %

3.7.2.5 ANALISIS DE SESGO
Datos: De los resultados de recuperacion de determina el intervalo de confianza a

menos 2 grados de libertan con un 99.75 % de confianza

Intervalo de confianza + | 101.207861
Intervalo de confianza - | 97.9731847

Criterio de aceptacion: el valor de 100 % debe estar incluido

3.7.3 INCERTIDUMBRE DEL METODO
Diagrama de Ishikawa

EQUIPAMIENTO

Material MRC Pureza del
_volumétrico lsoamilico
Balanza
Pureza
_analitica
reproducibilidad M
Repetibilidad -
- Presion
PERSONAL MEDIO AMBIENTE

FIGURA 50: DIAGRAMA DE ISHIKAWA DEL ANALITO ISOAMILICO



INCERTIDUMBRE TIPO A

Urec 0.61683

Urec-rel 3.4579

UstotBAJA 1.3203

UstotBAJA-rel 15.6742

INCERTIDUMBRE TIPO B
Umaterial
vaplml 0.001143
vapZmI 0.000490
vap4m| 0.003511
vap6m| 0.002245
Uvmatrazl 0.022422
Uvmatrazz 0.021402
Uvmatraz3 0.015385
UvMatraz4 0.017497
UvMatrazS 0.012129
UvMICROPIPETA 0.1 0.200042
UvMICROPIPETA 0.5 0.420496
UvMICROPIPETA 1 0.089815
Uequipos
Ueq10 0.000034
Ueq100 0.000085
Uqualanza 0.000075
UMRC 0.288675
Incertidumbre combinanada 16.12671893

Incertidumbre exp. K=2

32.25343786
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GRAFICO DE CONTRIBUCIONES EN EL ANALITO ISOAMILICO
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FIGURA 51: GRAFICO DE CONCENTRACION DEL ANALITO ISOAMILICO
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CONCLUSION

El estandarizar los parametros para la validacién de un método analitico que permita
la cuantificacion tanto de metanol y alcoholes superiores haciendo uso de la
cromatografia de gases es de suma importancia, debido a que de esta forma el
Laboratorio de Calidad del Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal
(COMERCAM), tendra la oportunidad y capacidad de brindar un servicio competente
que le acceda a equipararse a las necesidades del mercado actual para la
competitividad ante los laboratorios que realizan también esté servicio en el estado
de Oaxaca los cuales solo son dos, asi dando también resultados confiables y sobre
todo que cumplan con los requisitos que exigen las Normas Oficiales Mexicanas y las
Normas estudiada la cual es la ISO-17025 principalmente los enfocados en la NMX-
V-005-NORMEX-2018

Con lo se da por entendido que al cuantificar la concentraciéon del metanol y los
alcoholes superiores presentes en los resultados de las inyecciones generadas
durante el proyecto, los valores se encuentran dentro del rango permisible y por lo
tanto es aceptable para el equipo del Laboratorio de Calidad del Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM) y en base con lo anterior queda
demostrado que la fiabilidad de los resultados es lo que sefiala la norma dentro de
sus estatutos “NMX-V-005-NORMEX-2018" que en las muestras y por el método de
cromatografia de gases en el estado de Oaxaca, nos permite tener un control
eficiente dentro de los productos a analizar en el estado, como sus colindantes,
permitiendo asi la eficiencia del laboratorio y optimizando la competitividad debido a
la limitante de laboratorios certificados ante la Entidad Mexicana de Acreditacion
EMA en el Estado, con la finalidad de permitirle al Consejo Mexicano Regulador de la
Calidad del Mezcal (COMERCAM) optimizar y brindar un servicio mas completo y
ayudando asi a una regulacion de los precios establecidos por parte de dichos

laboratorios.

Con base en los parametros a desempefiar para la validacion de un método, en cada

analito se obtuvieron los datos sefialados en las tablas y gréaficos de resultados con
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valores permisibles, los cuales estan dentro de los parametros de la norma, con lo
que los valores a calcular, la linealidad, el intervalo de trabajo, el limite de
cuantificacion, la repetibilidad, la precision intermedia, la recuperacion, el sesgo y la
incertidumbre, con lo que realizd y calculd la curva de calibracion para el estudio de
las muestras futuras que se llegaran a realizar por parte del Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM), con el fin de obtener un beneficio
a sus servicios ya brindados como son trazabilidad del producto, dictamen,
recoleccion, analisis, seguimiento a produccion, revision de etiquetado, tramites de

denominacion de origen, ademas de la agilizacion de los resultados para los socios.

La validacion de métodos analiticos dentro de la industria quimica, es importante en
los laboratorios, tanto de servicios privados como en los de investigacion, con lo cual
se asegura la fiabilidad de sus resultados, mismos que son utilizados en la toma de
decisiones dentro de los procesos de produccion en la rama de ingenieria quimica
para cumplir con los parametros los cuales estan establecidos en las normas a

utilizar.
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