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Metodologia de Analisis

Informacion General

Objetivo

. Determinar un esquema de control para una perfecta performance de los cromatdgrafos liquidos de alta
resoluciéon (HPLC). Para ello, se determinara la concentracidn de cafeina en comprimidos analgésicos, empleando
una técnica de H.P.L.C. en fase reversa (CORRIDA ISOCRATICA EN COLUMNA C18 EN FASE MOVIL “DE RUTINA”,
DETECTOR UV a 277 nm)

Los participantes recibiran:

e 1vial con aproximadamente 2 gr. de muestra homogeneizada.

e 1 vial conteniendo 20 mg de estandar de cafeina de pureza conocida.
Expresion de los resultados:

e  Losresultados deben expresarse en mg de cafeina por 100 mg de muestra.
e  Valorteodrico:3,8a8,5%

e Elanalisis debe efectuarse por duplicado (dos pesadas independientes de la muestra), informandose los
resultados obtenidos y su promedio.

Método Propuesto:

Las condiciones cromatograficas sugeridas son las que se detallan a continuacion:

Columna C18

Fase movil

Metanol: buffer 550:450

e  Buffer: fosfato monobdsico de potasio 0,01 M pH 2,5
e Flujo 1 mL/min

e Detector UV longitud de onda 277 nm

e  Preparacion de la muestra: pesar una cantidad determinada, diluir con buffer fosfato, sonicar por 30 minutos.
Filtrar a través de una membrana de 0,45 pm.

Los participantes deberdn describir las condiciones cromatrograficas utilizadas en los campos correspondientes del
formulario de resultados preestablecido, el cual sera remitido via mail al contacto técnico del laboratorio. Asimismo,
deberdn informar la Incertidumbre de Mediciéon para el valor promedio obtenido para cada pardmetro y las
componentes de incertidumbre que se han tomado en cuenta.

Estadistica aplicada a médulos con resultados numéricos
Generalidades

Luego de procesadas las muestras en los laboratorios, los resultados son cargados en la base de datos y procesados
estadisticamente, calculando los pardmetros indicados en el glosario siguiente:

Ensayo de homogeneidad

Para determinar la homogeneidad de la muestra se sigue el procedimiento indicado en “The International
HarmonizedProtocolfortheProficiencyTesting of AnalyticalChemistryLaboratories”. Thompson M., Ellison S., Wood
R. PureAppl. Chem.,, 78 (2), 145-196.” y en “Statisticalmethodsfor use in
proficiencytestingbyinterlaboratorycomparisons —1S013528”.



Glosario

Esquema de control de calidad externo (CCE): sigla para programa de Control de Calidad Externo

Ensayo cuantificacidn de un grupo de muestras con un determinado andlisis.

La mediana, que es por definicidn el valor cuya posicion corresponde al 50% del nimero total de datos ordenados.
Media aritmética: Suma de todas las observaciones, sobre nimero total de datos.

Desvio o Sesgo: Desviacidn del resultado respecto del valor asignado

Desviacion del resultado: Valor absoluto del desvio (ignorando el signo).

Precision Cercania entre medidas repetidas. Es una medida de reproducibilidad. La precisidon, o generalmente
imprecision, se expresa continuamente como la variacion del resultado realizado repetitivamente dentro de un
ensayo, corrimiento, variacion entre ensayos y variacién entre laboratorios.

Variacion entre ensayos Es un indice de la imprecision que demuestra la variabilidad de los resultados de un ensayo
de analisis a otro. Sélo podra calcularse en el caso de repeticion de las determinaciones en un mismo laboratorio, es

decir, donde existieran no menos de 5 determinaciones para el mismo ensayo para cada laboratorio.

Variacion entre laboratorios Es un indice de la imprecision que expresa la variabilidad de resultados entre
laboratorios que participan en el esquema CCE.

Parametros estadisticos Media, desviacion estandar (DE), coeficiente de variacién (CV) y mediana son los
parametros que se utilizan en la evaluacion de los resultados de CCE. La media (también llamada media aritmética o
promedio), DE y CV son parametros estadisticos utilizados cuando se asume que los datos tiene una distribucion
normal (Gaussiana). Dicha suposicidén no es requerida para calcular la mediana.

Valores atipicos. Muestra los cinco valores mayores y los cinco menores, con las etiquetas de caso.

Intervalos de confianza Los limites de confianza para detectar laboratorios que presenten valores fuera de rango.
Los mismos se realizaron con un nivel de significacién (1-a) igual al 99%.

La informacion correspondiente a cada parametro de andlisis sera tratado como una poblacién independiente de
estudio.

Media y desvio estandar. Analisis Robusto

Este algoritmo retorna valores robustos de la media y la desviacion estandar a los datos a los cuales se aplica.

NOTA 1. Robustez es una propiedad de la estimacidon del algoritmo, no del valor estimado que produce, entonces no
es estrictamente correcto llamar a la media y desviacidn estandar calculados como tales a un algoritmo robusto. Sin
embargo, para evitar el uso de terminologia excesivamente engorrosa, el término “Media robusta” y “Desvio
estandar robusto”, debe ser entendido en este Estandar Internacional como estimaciones de la media de la
poblacién o el desvio estandar de la poblacion calculado usando un algoritmo robusto.

Sean los p items de los datos, ordenados de forma creciente, como:

X1, X2,X3, «ey Xp

Denominese la media robusta y el desvio estandar robusto de estos datos como x* y s*

Calcule los valores iniciales de x* y s* como:

x*=mediana de x; (i=1,2, ..., p)

s*=1,483*mediana de |x; - x*| (i=1,2, .., p)

Actualizar los valores de x* y s* de la siguiente manera. Calcular:

6=1,5s*



Para cada x; (i=1,2, ..., p), calcular:
X*=0 six; <x*-0
X, =9X*+0 SiXx;, >X*+0

1
X. delo contrario

Calcular los nuevos valores de x* y s*:

Donde la sumatoria es sobre los i.

El estimador robusto x* y s* se deben derivar mediante un célculo iterativo, actualizando los valores de x* y s*
reiteradas veces usando los valores modificados, hasta que el proceso converja. La convergencia debe ser asumida
cuando no hay cambios de una iteracidn hacia la otra en el tercer valor significativo del desvio estandar y de su
figura equivalente en la media robusta.

Z-Score

La puntuacion z es la medida del desvio de los resultados informados por cada laboratorio, respecto al valor
asignado, expresado en unidades de desviacidon estandar. Este parametro es conveniente por su calculo directo y
facil interpretacion. En este caso definimos una puntuacion z para cada resultado analitico como el cociente entre el
desvio respecto al valor asignado (x; — x*) dividido por la desviacion estandar s*.

Resultando: z = (x; — x*) / s*

Dénde: x* = Media robusta.

s* = Desvio estandar robusto.

Detalles del procedimiento de analisis

Se comenzd con el proceso de estimacion de la medidas robustas, para lo cual se introdujeron los valores iniciales y
luego de manera iterativa se iba excluyendo los outliers y se recalculaban los valores de la media y desvio estandar
a fines de obtener estadisticas robustas.

Se crearon intervalos de confianza dos y tres desviaciones estandar, aplicdndose el criterio de medida cuestionable
si el valor se encuentra entre los 2 y 3 desvios e Insatisfactorio si es mayor a los 3 desvios.

Para aquellos parametros, donde la gran mayoria de los laboratorios reportan valores que son el limite de
deteccion de la técnica o dispositivo empleado, no se pudo realizar un analisis paramétrico de los resultados. En
este caso se hizo una descripcién de los resultados obtenidos.

Los analisis estadisticos se realizaron sobre el promedio de las determinaciones hechas por cada laboratorio, debido
a que no todos realizaron las dos mediciones.

Se calcularon los z-scores, como medida de estandarizar los valores obtenidos por los laboratorios y representarlos
graficamente para detectar los casos que se encuentran fuera de los limites de 2 y 3 desvios estandar robustos.

Por ultimo se procedera a mostrar el grafico de Youden (se considerd un nivel a del 5%) para los analitos que
cuentan con un numero de resultados acordes a la realizacion del mismo, asi como también de la puntuacién z-
score para cada uno de los laboratorios para mostrar graficamente. Solamente se considerd un nivel a del 5%.



& ;
N

Resultados

I. Analito a investigar

Analito: Concentracidon de cafeina en comprimidos analgésicos, empleando una técnica de H.P.L.C. en fase
reversa.

Ensayo de homogeneidad

comprimidos analgésicos,
empleando una técnica de H.P.L.C.
en fase reversa.

4E-08
4E-08
0.00003481
8.1E-07
0.00003364
4E-08
4E-08
0.00003481
8.1E-07
0.00003364

6.0516E-06
3.4596E-06
5.5696E-06
1.7978E-05
3.6E-09
2.1316E-06
7.396E-07
1.8496E-06
2.7458E-05
8.836E-07

0.054
0.0543
0.05405
0.05735
0.0552
0.0545
0.0548
0.05455
0.05785
0.0557

10

0.05523
0.001355278
0.002633249
0

no outlying pair
no outlying pair

0.0082845

Concentracién de cafeina en comprimidos analgésicos,
empleando una técnica de HP.L.C. en fase reversa.

0.0082845

Analytical result



Estadistica robusta

Participantes:10 de 10 laboratorios.

Iteracion
Concentracion de cafeina en

comprimidos analgésicos,

empleando una técnica de
H.P.L.C. en fase reversa.

LAB 1pl830 0.0501 0.0065| 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533
LAB 1wle5g 0.0564 0.0002| 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564 0.0564
LAB 4m96qa 0.0575 0.0010f 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575 0.0575
LAB 9y812p 0.0606 0.0041| 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597 0.0597
LAB 22ws23 0.0563 0.0003| 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563 0.0563
LAB 26e5d8 0.0567 0.0002| 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567 0.0567
LAB 39h4d1 0.0531 0.0034| 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533 0.0533
LAB 66jb80 0.0578 0.0013| 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578 0.0578
LAB 141i9n 0.0581 0.0016f 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581 0.0581
LAB 396tcz 0.0532 0.0033] 0.0533 0.0533  0.0533 0.0533  0.0533 0.0533  0.0533  0.0533  0.0533  0.0533
x* 0.0565 0.0015| 0.0562| 0.0562| 0.0562| 0.0562] 0.0562 0.0562| 0.0562| 0.0562| 0.0562| 0.0562
Desvio Estéandar 0.0030 0.0021| 0.0023] 0.0023| 0.0023| 0.0023] 0.0023 0.0023| 0.0023| 0.0023 0.0023] 0.0023
S* 0.0022 0.0026] 0.0026| 0.0026f 0.0026| 0.0026 0.0026] 0.0026| 0.0026f 0.0026| 0.0026
d 0.0032 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039 0.0039
x-d 0.0533 0.0524 0.0524 0.0524 0.0524 0.0524 0.0524  0.0524 0.0524 0.0524 0.0524
x+d 0.0597 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601 0.0601

Luego de la primera iteracién se observa que los valores extremos se transforman en los limites x - 5 y x+0
correspondiente a cada iteracion, asi se llega a una estimacion robusta de los estadisticos que luego seran utilizados
en los intervalos de confianza y los calculos de los z-score.



Intervalos de confianza

Concentracidon de cafeina en comprimidos analgésicos

. Intervalo3s (0.049; 0.064)
Media 0.056 Intervalo2s  (0.051; 0.061)

i

Laboratorios Cuestionables (0,051; 0,061) = Laboratorio 1pI830
Laboratorios Insatisfactorios (0,049; 0,064) = Ninguno.

Z-Score

Concentracion de cafeina en comprimidos analgésicos

. Intervalo3s (-3.000; 3.000)
Media 0.000 Intervalo2s  (-2.000; 2.000)

i

Laboratorios Cuestionables + 2o = Laboratorio 1pl830.
Laboratorios Insatisfactorios + 3¢ = Ninguno.
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LAB 1p/230

Todos los laboratorios estan dentro de la elipse de confianza.



