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ESPECTROFOTOMETRIA

1. Objetivo:

El objetivo de este PON es establecer un procedimiento para la determinacién de bipiridilos en
muestras de origen biolégico en la Seccion de Toxicologia del Departamento de Ciencias
Forenses del O.1I.]. de Costa Rica.

2. Alcance:

Este procedimiento se aplica para la extraccion y deteccidn cualitativa (diquat y paraquat) asi
como cuantitativa (paraquat) de bipiridilos en rifién en casos post-mortem que ingresan a la
Seccion de Toxicologia del DCF. Los Bipiridilos analizados son el paraquat y el diquat; sin
embargo, las intoxicaciones con paraquat son mucho mas comunes qlie,las intoxicaciones con
diquat, de hecho, el diquat es una sustancia que estd en desuse;wainque se ha detectado
esporadicamente su presencia en algunos casos.

Para la determinacion de bipiridilos la muestra de eleccion para t€alizar el analisis, es el rifidn
ya que el téxico se concentra en esta matriz y por eso.los, parametros de desempeno del
método han sido calculados especificamente para muestras de rifién.

Se requiere idealmente de 10 g de rifidn para realizar el.analisis.

Para la cuantificacién se realiza una curva de calibracién en matriz de manera que las pérdidas
de analito y los efectos de matriz se cancelan ¥sedlogra que el método tenga la sensibilidad
requerida para detectar bipiridilos incluso enfcasos con hospitalizaciones prolongadas después
de la intoxicacién.

La metodologia presenta los siguientes parametros de validacion:

Nombre del Valorobtenido del parametro Criterio de aceptacion y

paraquat en rinon.

Coeficiente de determinacién: > 0,99
F de ANOVA: Ajuste adecuado con
probabilidad de 0,05

parametro de rechazo
validacion
Linealidad Intervalo lineal de 1 a 50 ug/g de Se acepta la linealidad hasta

50 ug/ g de rifion. Coeficiente
de determinacién: > 0,99

F de ANOVA: Ajuste adecuado
con probabilidad de 0,05

Limite de deteccion y
Limite de Cuantificacién

Limite de deteccion (LD):
0,3 pg/g de rifidon

Limite de cuantificacion (LC):
1,0 pg/g de rifdn

LD Valor menor al sugerido, se
establece que el LD es de 0,3
Mg/g de rifion.

LC Valor menor al sugerido, se
establece que el valor es de

1,0 pg/g.

Eficiencia en la
recuperacion

En rifidn humano: condiciones de
repetibilidad:
(85,74%;101,88%,103,63)

RSD 12,67%

En rifidn de vaca condiciones de

Valor dentro del parametro
70% < %Recuperacion < 120
% de paraquat en rifidn con
una precision <20% RSD.
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precision intermedia:
97,85 %, 99,63% y 100,3%)
RSD 14,17 %

Veracidad Condiciones de repetibilidad: < 20 % de sesgo.
Rifion humano 5,63 % de sesgo

Condiciones de precisién intermedia:
Rifidon de vaca 3,42 % de sesgo

Precision Condiciones de repetibilidad < 20¢@_RSD.
Rifion: 12,87% RSD

Condiciones de precision intermedia:
Rifion: 14,15% RSD

Especificidad No diferencia significativa (p=0)05) No diferencia  significativa
entre recuperacion con y sin (p=0,05) entre recuperacion
interferentes. con y sin interferentes.

Se moaodifica el criterio a < 20
% RSD con base a la literatura
consultada, dado que el
criterio aplicado F y T segun la
experiencia es muy estricto.

3. Referencias:

3.1 Baselt R. Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man. Eighth Edition, Chemical
Toxicology Institute;~California, USA, 2008.

3.2 Berry D, GroVe }»=The determination of paraquat (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridylium cation)
in urine. Clinica,Chimica Acta. Volume 34, Issue 1, August 1971, Pages 5-11.

3.3 Lee S., et al. Level of paraquat in fatal intoxications. International Journal of Legal
Medicine. (112)198-200 (1999).

3.4 Moffat, A. C. Clarke’'s Isolation and identification of Drugs, Second edition. The
Pharmaceutical Press, 1986.

3.5 Reigart J., Roberts J. Reconocimiento y Manejo de los Envenenamientos por Pesticidas.
Quinta Edicién. United States Environmental Protection Agency (USEPA), EUA, 1999.

3.6 Tomlin C. The Pesticide Manual. Tenth Edition, The Royal Society of Chemistry, United
Kingdom, 1994.

3.7 Validacién y estimacidon de incertidumbre de la determinacion de paraquat en riidn.
Informes 003-TOX-VAL-INC-2015 y 004-TOX-INC-2021.
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4. Equipos y Materiales:
Agitador para pastillas magnéticas.
Anteojos de seguridad.

Balanza analitica, rango de 0,00001 a 30 gramos (£ 0,00001 gramos) y de 30 a 120 gramos
(£ 0,0001 gramos), similar o superior.

Balanza granataria, rango de 0 a 600 g (£ 0,01 gramos), similar o superior.

Balones aforados de 5 mL y 50 mL.

Bandeja plastica pequena.

Beaker de 10 mL, 50 mL, 250 mL, 400 mL, 1 Ly 2 L.

Bitacora de control de equipo del espectrofotometro UV-VIS Varian¢Cary'50 BIO PJ No. 501271.
Botella plastica de 1 L

Botellas de vidrio color ambar de 500 mL, de 1Ly de 2,5 L,

Camara de bioseguridad tipo I o clase II-B2.

Camara de desecacion al vacio.

Capilla de extraccion de gases.

Columnas de vidrio para cromatografia de al fnenos 100 mL con cierre de teflon y frit de vidrio,
marca Kontes o similar.

Congelador (<0°C).

Cubetas de cuarzo de 10 mm de paso, de/luz.

Dispensador de disoluciones de 10,8100 mL para acido Brand Dipensette III®.
Embudos plasticos de 8 cm de\diametro.

Erlenmeyer de 4 L.

Espatula acanalada.

Espectrofotometro/ ultravioleta visible (UV-VIS) Varian Cary 50 BIO, para cubeta de 1 cm. de
paso de luz de sistema optico de doble haz interno.

Estufa de 100 a 200°C + 10°C

Etiquetas adhesivas

Formulario “Lista de objetos de analisis por plaguicidas Bipiridilos”.

Formulario “Registro de preparacién de disoluciones”.

Formulario “Registro de uso y control de material de referencia”.

Formulario “"Registro de uso y preparacién de disoluciones madre individuales”.
Formulario “Reporte de bipiridilos”, version vigente.

Formulario de analisis en serie de bipiridilos, versién vigente.

Formulario de calculo de bipiridilos, versién vigente.

Frasco para homogeneizador de 300 mL.
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Gabacha.

Gradillas para tubos de 18 mm y de 32 mm.
Guantes de latex o nitrilo desechables.

Hoja de calculo bipiridilos, version vigente.

Homogeneizador de tejidos IKA Ultra Turrax T-18 o con dispersores desechables o similar.

Lavadora automatica de cristaleria.

Listado de tipos de caso de la Seccién de Toxicologia.
Micropipeta de 100-1000 pL.

Micropipeta de 10-100 pL.

Micropipeta de 20-200 pL.

Papel de filtro N° 4. de 12,5 cm de didmetro.
Papel para tareas delicadas tipo “kimwipes”.
Pastillas de agitacién magnética.

Pinzas con diente de ratén.

Pipeta automatica de 0,5 a 5 mL.

Pipeta graduada de 5 mL

Pizetas plasticas de 500 mL.

Prensa para buretas.

Probeta de vidrio de 25 mL con tapa_esmerilada.

Probetas de vidrio de 5 mL, de.25 mL, de 50 mL, de 100 mL, de 500 mL, de 1 Ly de 2 L.

Puntas de micropipeta de_100-1000 UL nuevas.

Puntas de micropipetarsde 10-100 pL nuevas.

Puntas de micropipeta'de’20-200 pL nuevas.

Puntas de pipeta autematica de 0,5 a 5 mL nuevas.
Recipientes plasticos boca ancha de 150-250 mL nuevos.
Refrigerador (>0 a 10°C).

Sistema Automatizado del Departamento de Ciencias Forenses (SADCF).

Soportes de laboratorio.
Tijeras para diseccion.
Tina plastica

Tubos plasticos de tapa rosca de 50 mL nuevos.

Viales silanizados de vidrio ambar de 5 mL con rosca y tapas con tefléon nuevos.

Vidrio de reloj de 10 cm de diametro.
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Nota 1. Lave la cristaleria y otro material reutilizable segun el Procedimiento para el manejo
general de casos en la Seccién de Toxicologia Forense.

5. Reactivos y Materiales de Referencia:

Acido tricloroacético p.a.

Agua desionizada tipo II.

Agua tipo I (ultrapura del sistema Milli-Q con resistividad minima de 18 MQ/cm).
Cloruro de amonio p.a.

Dilucion 1 de paraquat en agua de 100 ug/mL (ver Anexo No. 1).

Dilucién 2 de paraquat en agua de 500 pug/mL (ver Anexo No. 1).

Disolucién de acido clorhidrico 1 M (ver Anexo 1). 100 mL por muestra, blanco o patron.
Disolucién de acido tricloroacético 20 % p/v (ver Anexo 1)..35\ml por muestra, blanco o
patron.

Disolucién de hipoclorito de sodio al 0,5 % (Ver Anexo 1.

Disolucién de cloruro de amonio 2,5 % p/v (vervAnexo 1). 100 mL por muestra, blanco o
patrén

Disolucién de cloruro de amonio s.s. (ver Anexo.1).

Disolucién de ditionito de sodio 10 mg/mL ‘(ver Anexo 1). 0,5 mL por blanco, muestra o patroén.
Disolucién de hidréxido de sodio 1 M (ven Anexo 1).

Disolucién de hipoclorito de sodio ‘comercial del 3-12%.

Disolucién intermedia de paraquat de 35 ug/mL (ver Anexo No. 1).

Ditionito de sodio (calidad Jp.a.” o calidad bioquimica o calidad reactivo o calidad ACS, pureza
minima 82 %).

Etanol p.a. al 95%;

Hidréxido de sodio p-a.

Matriz rindn blanco (10 g de rifion de vaca en tubos plasticos de 50 mL)
Patron de Paraquat certificado con pureza y fecha de vencimiento.

Resina de intercambio i6nico Merck Amberlite® IR-120, didametro de particula 0,3-1,1 mm. 3 g
por blanco, muestra o patrén.

Silica gel con indicador de humedad.
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6. Condiciones Ambientales:
No. Condicion Valor Valor Otras caracteristicas
ambiental minimo maximo
Etapa de No es critico No es Dentro de camara de bioseguridad tipo I o
1 | homogenizacién vy para el critico para clase II-B2.
desnaturalizacion proceso el proceso
de las muestras.
2 |Cromatografia de| No es critico No es Mesa de laboratorio donde se encuentran
intercambio idnico para el critico para |las columnas de intercambio idnico,
proceso el proceso |previamente desinfectada con papel toalla
empapado con disolucion de hipoclorito de
sodio al 0,5%.
3 Etapa de analisis|Aire Aire No se requiére,.eMmonitoreo periddico de la
por acondicionad |acondicion |temperatura.
espectrofotometria |o ado

7. Procedimiento:

7.1
7.1.1

7.1.2

7.1.3

7.1.4

Solicitud de las muestras y preparacién-inicial:

Utilice gabacha, guantes desechables y“lentes de seguridad. Tenga mucho cuidado al
manipular el acido tricloroacético.

Para la preparacion, verificacion ¥ conservacion de reactivos y materiales criticos, asi
como de material de referencia y de disoluciones preparadas a partir de CRM refiérase al
Procedimiento para el manejo general de casos en la Seccién de Toxicologia Forense.

Analice al mismo tiempo un maximo de 8 preparaciones entre muestras incognitas,
matriz de rifién blango'y blanco enriquecido de rifidn.

Remita como perito*de la Unidad de Drogas/Plaguicidas la lista de casos pendientes de
analisis desbipiridilos al técnico encargado de actualizar la Base de datos “RAS
electrénico ‘plaguicidas”.

Nota 2: La Base de datos “RAS electrénico plaguicidas” contiene los casos y objetos registrados
en el SADCF que estan pendientes de analisis. Esta base se actualiza cuando el técnico
encargado recibe la solicitud de los peritos con los casos que deben ser incluidos para cada
analisis especifico.

7.1.5

7.1.6

Realice como técnico encargado una consulta en la Base de datos “RAS electrénico
plaguicidas” de los casos pendientes de analisis por bipiridilos y seleccione Ia
informaciéon de esos casos, para ir llenando el formulario “Lista de objetos de analisis
por plaguicidas Bipiridilos”

Entregue el Formulario “Lista de objetos de analisis por plaguicidas Bipiridilos” al
encargado de la bodega de indicios para que proceda a buscar las muestras y
entregdrselas al técnico encargado del analisis a través del SADCF. Procure en la medida
de lo posible entregar dicha lista al menos 24 horas antes del andlisis para dar tiempo al
encargado de la bodega de buscar los indicios de interés.
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7.1.7 Utilice como perito encargado del analisis de datos, el SADCF para asignarse a todos los
casos del Formulario “Lista de objetos de analisis por plaguicidas Bipiridilos” e iniciar el
Registro de Analisis en Serie.

7.1.8 Saque del congelador dos muestras de rifidn blanco de vaca.

7.1.9 Coloque las muestras que estén congeladas en una gradilla dentro de una tina plastica
debajo del grifo. Deje que un flujo de agua fria caiga sobre la tina hasta que las
muestras se temperen.

7.1.10 Pese en la balanza granataria 3,0 g de la resina Amberlite IR120 en un beaker de 50
mL y trasvasela a la columna de vidrio con ayuda de agua desionizada. Repita para
todas las columnas que necesite.

7.1.11 Una vez que las columnas tengan la resina, aseglrese que tienen™ana marca que indica
los 100 mL de volumen. Si no la tuvieran, Mida con{probeta 100 mL de agua
desionizada y depositela en la columna. Haga una marcagen el/menisco del agua dentro
de la columna.

7.1.12 Antes de iniciar, las columnas deben tener resina § el nivel de agua debe estar apenas
por encima de esta.

7.1.13 Llene las pizetas de 500 mL correspondientesfcon acido clorhidrico 1 M, cloruro de
amonio al 2,5 % p/v y agua desionizada. Llene el frasco del dispensador de &cido
tricloroacético, ajuste la marca del voldmen en 30 mL y purguelo accionandolo dos
veces con la llave roja cerrada.

7.2 Homogenizacién y desnaturalizacion de las muestras:

7.2.1 Rotule de manera ascendente;scon el nimero de objeto y el N° de autopsia, una
columna de intercambio i6nice, un frasco de homogenizacién de 300 mL, un beaker de
150-250 mL y un tubo cénice, de 50 mL, por cada muestra incdgnita. Haga lo mismo
para el blanco de muestra y*el blanco enriquecido.

7.2.2 Limpie la camara de‘bioseguridad segun lo sefialado en el PON de “Limpieza, Revision y
Control de areas de trabajo”.

7.2.3 Para las muestrasjincégnitas de rifidn empleando una pinza con diente de raton y una
tijera de dis€ccién corte un pedazo de tejido y coléquele en un vidrio de reloj. Corte en
pequefios pedazos tratando de eliminar todo lo que sea tejido blanquecino.

7.2.4 Pese, utilizando balanza granataria, en el frasco para homogenizar correspondiente,
10,0 £ 0,1 g de rifidn del tejido cortado en pequefios trozos. Si va a utilizar el
homogeneizador de dispersores desechables puede pesar en estos.

7.2.5 Lave las pinzas y las tijeras enjuagandolas en disolucidn de hipoclorito de sodio al 0,5 %
eliminando primero todo el tejido, luego lave con jabon alcalino con esponja o cepillo,
enjuague con agua de grifo, agua desionizada y etanol antes utilizarlas de nuevo.
Deposite el vidrio de reloj en la tina con disolucién de hipoclorito de sodio al 0,5%.

7.2.6 Trasvase los dos tubos con 10 gramos de rifidn blanco de vaca de los tubos plasticos a
los frascos de homogenizacidon o dispersores desechables del rifidn blanco y el blanco
enriquecido de rifidn.

7.2.7 Agregue, con probeta de 25 mL, 25 mL de agua desionizada a los controles y las
muestras.
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7.2.8 Licue el blanco de rifidn y el blanco enriquecido de rifidn con el homogeneizador de
tejidos hasta obtener una mezcla homogénea. No es necesario lavar el homogeneizador
entre los blancos. Puede usar el homogeneizador para dispersores desechables a 6000
r.p.m. por 1 minuto.

7.2.9 Si va a utilizar el homogeneizador Ultraturrax:

7.2.9.1 Licue una muestra incégnita de rifdn dentro del frasco homogeneizador hasta que
no queden pedazos grandes de tejido y se observe una mezcla homogénea.

7.2.9.2 Desarme el homogeneizador de tejidos y enjuaguelo en la tina con disolucion de
hipoclorito de sodio al 0,5% eliminando primero todo el tejido, luego lave con jabdn
alcalino con hisopo o cepillo, enjuague con agua de grifo, con agua desionizada y
con etanol antes utilizarlo de nuevo. Arme de nuevo el homiegeneizador y accidénelo
dentro de un beaker de 50 mL con agua desionizada per«l5 segundos. Deseche el
agua.

7.2.9.3 Licue por 15 segundos el blanco de muestra a pesar dé que ya este homogenizado,
esto para evaluar la limpieza del homogeneizador,de tejidos y del proceso. Después
lo puede utilizar en la siguiente muestra sin lavarlo.

7.2.9.4 Repita los puntos 7.2.8.1 al 7.2.8.3 para las\démdas muestras de rifidn.

Nota 3 Si utiliza el homogeneizador de dispersores desechables puede licuar las muestras a
6000 r.p.m. por 1 minuto sin necesidad de aplicar+es pasos 7.2.8.1 al 7.2.8.3.

7.2.10Si utiliz6 dispersores desechables, pase todo el contenido a frascos para
homogeneizador.

7.2.11Agregue con la micropipeta de~100-1000 pL, 500 uL de la disolucién intermedia de
Paraquat de 35 pg/mL a los,blancos enriquecidos. Agite manualmente rotando el frasco
lentamente.

7.2.12 Con el dispensador de.acido tricloroacético deposite directamente en los frascos de
homogenizacién, 306mk de &cido tricloroacético para cada muestra o control. Agite
suavemente rotando'l0s frascos de homogenizacién.

7.2.13 Coloque un embudo de plastico de 8 cm de didmetro sobre cada uno de los recipientes
plasticos o peaker de 150-250 mL rotulados al inicio. Doble y coloque un papel de filtro
N°4 de 12,5 cm de diametro en cada embudo. Deposite el homogenizado en el embudo
correspondiente.

7.2.14 Al final, cuando casi se haya detenido la filtracion, agregue con probeta de 5 mL, 5 mL
de acido tricloroacético al 20 % p/v a cada frasco de homogenizacidn a manera de
enjuague, agite rotando manualmente, deposite de nuevo en el embudo que esta sobre
el frasco o beaker. Espere a que la filtracion se haya detenido por completo. Conserve el
filtrado libre de proteinas y deseche el solido del embudo en una bolsa plastica, ciérrela
con un nudo y deséchela en el basurero de desechos bioldgicos.

7.3 Cromatografia de intercambio i6nico:

7.3.1 Pase el filtrado libre de proteinas de las muestras y los blancos a la columna
correspondiente, abra la llave de las columnas y graduie el flujo a aprox. 1 gota por
segundo. Recolecte los residuos en un beaker de 400 mL, detenga el flujo cuando el
filtrado este justo por encima de la resina, no deje que esta se seque.

7.3.2 Llene las columnas con agua desionizada hasta la marca de 100 mL, utilizando la pizeta
de 500 mL, deje pasar con la llave de la columna completamente abierta, recolecte los
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7.3.3

7.3.4

7.3.5

7.3.6

7.4
7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.4.4

7.4.5

7.4.6

7.4.7

7.4.8

7.4.9

residuos en el beaker de 400 mL. Detenga el flujo justo antes de que el menisco toque
la resina, no deje que se seque. Repita el lavado de la misma manera con 100 mL de
acido clorhidrico 1 M y 100 mL de cloruro de amonio al 2,5 % p/v. Vaya descartando el
desecho del beaker de 400 mL en la pila.

Mida con probeta de 50 mL, 45 mL de cloruro de amonio s.s. y depositelos en las
columnas, deje pasar graduando la llave de la columna para que el goteo sea de 1 gota
cada 5-7 segundos. Recolecte el extracto en un balén aforado de 50 mL. Afore con
cloruro de amonio s.s. y pase de inmediato al tubo plastico de 50 mL correspondiente.
Retire los tubos y tapelos.

Conserve a temperatura ambiente, las lecturas en el espectrofotdmetro UV/Vis pueden
realizarse al dia siguiente de ser necesario.

Deseche en el basurero la resina, lave las columnas y celéquielas de nuevo en los
soportes.

Limpie la superficie de la mesa de laboratorio con papel toalla impregnada con
hipoclorito de sodio al 0,5%.

Analisis por espectrofotometria UV/Vis de las muestras:

Prepare la disolucion de ditionito de sodio de{10,mg/mL como se indica en el Anexo 1.
Vierta aprox. 20 mL de cloruro de amonio sis. en un beaker de 50 mL, rotulelo. Vierta el
ditionito en otro beaker de 50 mL. Coléguelesial lado del espectrofotometro.

Acceda al directorio C:/UV-VIS Varian) 50 BIO/Bipiridilos/Curvas Paraquat en la
computadora que controla el UV/VIS Varian Cary 50 BIO.

Abra el archivo "“Curva gdes paraquat dd-mm-aa” de fecha mas reciente.
Automaticamente se abrird el 'software “Cary Win UV” con las condiciones de la curva de
paraquat vigente para rifidn.

Saque de la gaveta debajo del UV, las cubetas de cuarzo que estan en un frasco con
etanol al 95%. Enjuagdelas con agua desionizada. Déjelas escurrir invertidas sobre
papel toalla.

Llene la bitacora\de control del espectrofotdmetro UV/Vis. Antes de introducir una
cubeta en el"espectrofotémetro limpiela por fuera con papel para tareas delicadas tipo
“kimwipes”

Con micropipeta de 100-1000 pL, cologue en una cubeta 500 pyL de disolucién de
ditionito de sodio 10 mg/mL y con pipeta automatica de 0,5 a 5 mL, 2,5 mL de cloruro
de amonio s.s. Coloque en el portaceldas del UV. En la pantalla principal del programa
oprima en la opcion “Cero” (Ver Anexo 2).

En la pantalla principal del programa oprima en la opcidén “Preparar”. Se desplegara una
pantalla con varias cejillas. Presione en la cejilla "Muestras” (Ver Anexo 2). Llene la
informacién de los blancos y muestras que va a analizar, iniciando con el (los) blanco
(s) de muestra, blanco (s) enriquecido (s) y después las muestras incognitas en orden
creciente de No. de objeto y el No. de autopsia.

En la pantalla principal del programa oprima en la opcién “INICIAR” (Ver Anexo 2). Se
despliega una pantalla con la lista de muestras que se van a analizar, oprima “"OK"” en
esta pantalla.

El software le ird indicando mediante un mensaje en la pantalla cudl muestra/control
debe leer. Agregue en una cubeta de cuarzo, 500 pL de ditionito de sodio 10 mg/mL y
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tome con pipeta automatica de 0,5 a 5 mL, 2,5 mL del blanco de matriz y depositelos en
la cubeta. Coloque en el portaceldas del espectrofotometro y presione “OK” en la
pantalla con el aviso. Repita para el blanco enriquecido y luego las muestras.

7.4.10 Anote en el formulario “Lista de objetos de analisis por plaguicidas bipiridilos” si la
preparacion es incolora, si se torna azul o verde en la columna “Apariencia del extracto”

7.4.11 Realice una dilucion si la absorbancia de la muestra estd por encima de lo indicado en
la “Hoja calculo Bipiridilos”, anote la dilucion en formulario “Lista de objetos de andlisis
por plaguicidas bipiridilos” Esta dilucion se calcula dividiendo la absorbancia obtenida
entre 0,25. Esta es la absorbancia media de la curva de calibracidon. Deje las muestras
que tenga que diluir para programarlas de nuevo en el equipo después de leer todas las
muestras la primera vez.

7.4.12 Tome en cuenta que si la absorbancia de la muestra sin diluir,es mayor a 1 la relacion
lineal de ésta con la concentracion se pierde y entonces sevnegesita hacer una dilucion
mayor a la calculada para que la absorbancia final sea la esperada.

7.4.13 Efectle una de las siguientes diluciones, si la dilucidén, caleulada esta entre dos de estas,
utilice la mas alta. Agregue los voliumenes indicados directamente en la cubeta de

cuarzo.

Factor de Volumen de muestra Vqun;en_de cloruro Volumen final

dilucién (ML) de-amonio s.s. (mL) (mL)

2 1250 1,25 2,5

3 833 T 217 2,5

5 500 2,0 2,5

10 250\t 2,25 2,5

15 167 2,33 2,5

20 125 2,375 2,5

30 75 2,425 2,5

50 50 2,450 2,5

100 25 2,475 2,5

7.4.14 Para tomar volimenes de muestra o cloruro de amonio s.s. entre 1 y 2,5 mL utilice la
pipeta automatica de 0,5 a 5 mL, para volumenes entre 125 y 1000 uL utilice la
micropipeta de 100 a 1000 pL, para voliumenes entre 25 y 100 pL utilice la micropipeta
de 10-100 pL.

7.4.15 Agregue con micropipeta de 100-1000 pL, 500 uL de disolucion de ditionito de sodio 10
mg/mL a la dilucién y contintie segln se indica en 7.4.7 a 7.4.12.

7.4.16 Guarde la informacién al finalizar como “Bipiridilos dd-mm-aa” en el directorio “UV-VIS
Varian 50 BIO/Bipiridilos” (accediendo a “Fichero” en el menu principal del programa,
opcién “salvar datos como”)

7.4.17 Imprima un reporte en .pdf accediendo a “Fichero” en el menu principal del programa,
opcién “imprimir”).
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7.4.18 Enjuague todas las cubetas con agua desionizada, déjelas escurrir invertidas sobre
papel toalla. Sumérjalas en el alcohol donde se encontraban al inicio. Guardelas en la
gaveta.

7.4.19 Termine de llenar la bitdcora de control de equipo del espectrofotometro UV/Vis.
Complete el Registro de Analisis en Serie de Bipiridilos en el SADCF.

7.5 Preparacion de la curva de calibracion de paraquat en rifnon:

Nota 4 La linealidad del método segun la validacion es hasta 50 ug/g de rifidén, sin embargo, la
curva de calibracidon que se usa en la rutina es hasta 15 pg/g de rifidn y las muestras que estan
por encima de esta concentracion se diluyen segin 7.4.13.

7.5.1 Para la curva en rifidn saque del congelador 7 tubos gon, fifion blanco de vaca.
Coldéquelos en gradillas dentro de una tina plastica y deje un flujo de agua fria de grifo
en la tina hasta que las muestras se temperen.

7.5.2 Utilice la hoja de cdlculo H:\reporte\paraquat\curvas\CURVA PARAQUAT -RINON
DDMMM_AA.xIsx” para la curva de calibracion. Salve el archivo como CURVA PARAQUAT
-RINON DDMMM_AA con la fecha que corresponda

7.5.3 En estas hojas llene la informacién de las\sceldas con fondo gris (informacién del
analista, la fecha, y la informacién de los_reactivos).

7.5.4 Antes de iniciar con la curva debe efectuar le indicado en los puntos 7.1.10 al 7.1.13.

7.5.5 Rotule 7 frascos de homogenizacion de 300 mL, 7 dispersores desechables (si va a usar
el homogeneizador para estos) 7 recipientes de plastico o beakers de 125-250 mL, 7
columnas de cromatografia y(7 tubos plasticos de 50 mL de manera ascendente como
patrén 1 al 6, indique y rotule unsfrasco como blanco de muestra.

7.5.6 Para la curva en rifion trasvase 7 de las muestras de 10 gramos de rifidon blanco de los
tubos a los frascos, de Jhomogenizacion o dispersores desechables (si va a usar el
homogeneizador para‘estos)

7.5.7 Agregue, con probeta de 25 mL, 25 mL de agua desionizada a los patrones y el blanco.

7.5.8 Para la cunva en/rifidén licue los patrones y el blanco hasta que no queden pedazos
grandes de, tejido y se observe una mezcla homogénea. No es necesario lavar el
homogeneizador entre patrones o el blanco. Puede utilizar el homogeneizador para
dispersores desechables.

7.5.9 Limpie el homogeneizador al final como se indica en el punto 7.2.9.

7.5.10 Enriquezca con paraquat los patrones segun el siguiente esquema, este se encuentra
también en el protocolo de la curva de calibracién. Utilice la micropipeta de 10-100 pL
para volumenes inferiores a 100 pL, la micropipeta de 20-200 pL para volumenes entre
20 y 200 pL y la micropipeta de 100-1000 pL para volumenes mayores a 200 pL.
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DILUCION PATRON

1 2 3 4 5 6
Dilucion 1 de paraquat de = 100 pL 150 pL 250 uL -- -- --
100 pg/mL
Dilucion 2 de paraquat de -- -- -- 150 yL = 200 pL 300 L

500 pg/mL

7.5.11 Efectle el procedimiento del punto 7.4.1 al punto 7.4.9 para todos los patrones y el
blanco. Puede leer los patrones de manera ascendente (no hay.necesidad de lavar la

cubeta solo escurrala).

7.5.12 En la pantalla principal del programa oprima en la opcion.\Preparar”. Se desplegara una
pantalla con varias cejillas. Presione en la cejilla “Patrones”. Llene la informacion con la
concentracion de los patrones seguin lo indicado en. %.5.40 de concentracion menor a
mayor. Marque la opcion “Calibrar durante analisis.” (Ver Anexo No. 2). El equipo ya
tiene definido que se trata de un analisis por_duplieado, solo es necesario ingresar la

informacién una vez por patrén.

7.5.13 Presione en la cejilla “Muestras”. Llene la informacién para el blanco de muestra.

7.5.14 En la pantalla principal del programa ©6prima en la opcién “INICIAR” (Ver Anexo No. 2).
Se despliega una pantalla con la lista de_patrones/blanco que se van a analizar, oprima

“OK"” en esta pantalla.

7.5.15 El software le ird indicando f/médiante un mensaje en la pantalla cual patrén/blanco
debe leer. Llene una cubeta, con’ la réplica del patrén correspondiente, coloque en el
espectrofotometro y presiene®™OK” en la pantalla con el aviso. Realice la lectura de
todos los patrones/blanco. Utilice la misma cubeta para todos los patrones en orden
ascendente de concentracion.

7.5.16 Guarde al final fa/nformacion como “Curva de Paraquat en rifion dd-mm-aa” en el

directorio “UV#VIS, Varian 50 BIO/Bipiridilos/Curvas Paraquat” (accediendo a “Fichero

en el menu principal del programa, opcién “salvar datos como”)

”

7.5.17 Imprima unwréporte accediendo a “Fichero” en el menu principal del programa, opcidn

“imprimir”).

7.5.18 Enjuague todas las cubetas con agua desionizada, déjelas escurrir invertidas sobre
papel toalla. Sumérjalas en el alcohol donde se encontraban al inicio. Guardelas en la

gaveta.

7.5.19llene la informacién necesaria en la bitacora de control del equipo (espectrofotometro

UV/Vis).

7.5.20 Abra con el programa Microsoft Excel el protocolo de la curva. Ingrese los datos de las
celdas en gris al archivo. La curva se calcula automaticamente. Pase al punto 8.1 y
evalle la curva segun esos criterios. Si la curva los cumple continle y si no refiérase a
la columna de “Correccién Aplicable” en dicho punto.

7.5.21 Salve con la fecha actual la “Hoja calculo bipiridilos DDMMM_AA y actualice los datos de
intercepto, pendiente, el r2, la fecha, el archivo y el analista por los datos de la nueva
curva. Sustituya también el “Valor de reporte A min.” por la absorbancia promedio del
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patréon mas bajo de la curva y el “Valor de reporte A max” por la absorbancia promedio

del patron mas alto de la curva nueva.

Nota 5 La curva de calibracion debe realizarse como minimo cada dos afios o cuando no se

cumplan los criterios establecidos en el punto 8.

8. Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados:

8.1 Curva de Calibracion

No. Criterio de Aceptacion Valor Limite

Correccion Aplicable

ANy /4

1 Coeficiente de correlacion “r

de la curva de calibracidn.

= 0,99

Si el coeficiente de.correlaciéon de la curva
de paraquat de.rifion es menor a 0,99
prepare de nuevo jla disolucién de ditionito
de sodio y |éa~todos los patrones de nuevo,
si esto no resuelve el problema, revise las
diferepcias,/en absorbancia entre las
réplicas, si para algun punto de la curva
hay .una diferencia mayor a un %RSD de
20%, repita las dos réplicas de ese punto.
Sivel problema se presenta de nuevo,
puede intentar eliminar de la curva el
punto que estd mas desviado de la recta de
mejor ajuste, siempre y cuando no se trate
del patréon 1 ni del patrén 6. Si la linealidad
aun asi no mejora deberd repetirse la
curva.

2 Debe cumplirse el criterio
estadistico de “Fisher{"para el

ajuste de minimos ctiadfados.

N/A

Si el coeficiente de correlacién de la curva
de paraquat de rindén no cumple el criterio
de “Fisher” para el ajuste lineal, prepare de
nuevo la disoluciéon de ditionito de sodio y
lea todos los patrones de nuevo, si esto no
resuelve el problema, revise las diferencias
en absorbancia entre las réplicas, si para
algun punto de la curva hay una diferencia
mayor a un %RSD de 20 %, repita las dos
réplicas de ese punto. Si el problema se
presenta de nuevo, puede intentar eliminar
de la curva el punto que estd mas desviado
de la recta de mejor ajuste, siempre y
cuando no se trate del patrén 1 ni del
patréon 6. Si la linealidad aun asi no mejora
debera repetirse la curva.
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8.2 Resultado positivo cuantitativo

paraquat en la muestra.

No. Criterio de Aceptacion Valor Limite Correccion Aplicable
1 Absorbancia del blanco de 0,014 unidades Si en cualquiera de los casos el
muestra. de absorbancia blanco de muestra presenta una
absorbancia a 396 nm mayor a 0,014
deberd repetirse el analisis de todas
las muestras incégnitas de esa
matriz.
2 Concentracion calculada para >1 ug/g de rifndn. Si la concentracién detectada es

menor a 1 pg/g de rifidn y mayor a
0,3 Mg/g dey.rindn el resultado
positivo /#Solo, se podra reportar
cualitativos

3 Concentracion calculada para|1,75 ug/g de
paraquat en el blanco |rifién £ 2* %RSD
enriquecido. histérico en el
Para graficar el dato abra el|grafico de contfol
archivo en|de paraquati en
H:\reporte\Paraquat\Graficos |rifidn.
control\Grafico Control.xls.

Ingrese la fecha, la

absorbancia del blanco de
muestra y la del blanco
enriquecido. Revise en el
grafico el punto que acaba«de

Si . el {resultado para el blanco
enriquecido se sale de 1,75 pg/g de
rifidn =+ 2 desviaciones estandar,
prepare de nuevo la disolucién de
ditionito de sodio y pruebe de nuevo,
si no se soluciona el problema, el
andlisis de las muestras debe
repetirse.

Si el blanco enriquecido de rifidn se
sale de control 3 veces seguidas, o si
se agotd el patron de paraquat y
debe utilizarse otro para preparar

desarrolle _ningun color al incoloro
agregarle (la ) disolucion de
ditionito.

ingresar una nueva disolucion madre; la curva
debe realizarse a pesar de que no
haya pasado un afio desde la curva
anterior.
4 Que el blance” desmatriz no Blanco de matriz Si el blanco de matriz presenta una

coloracién debera repetirse el analisis
de todas las muestras incégnitas.

9. Calculos y evaluacion de la incertidumbre:

9.1 Para el reporte de las muestras de rindn positivas cuantitativas por paraquat, calcule la
concentracion de paraquat y su incertidumbre utilizando la hoja de calculo denominada
“Hoja calculo Bipiridilos” que se encuentra en el servidor “Toxicologia-Documentos” con la
siguiente direccion: H:\reporte\Paraquat\Hoja calculo bipiridilos ddMMM_aa.xls. Emplee la

hoja de calculo mas reciente (ver Anexo 3).

9.2 Salve este archivo con la fecha del analisis en: H:\reporte\Paraquat\20XX.

9.3 Complete la informacion en el “Formulario de analisis en serie de bipiridilos”. En el
“Formulario de calculo de bipiridilos escoja el resultado entre: NSD, paraquat o diquat en la

casilla “"Resultado”.
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9.4 Para las muestras de rindn la concentracion de la muestra se calcula automaticamente
con la siguiente formula:

Donde:

CPQ: Concentracion de paraquat en mg/100 gramos de rifidn.

Am: Absorbancia de la muestra

b Absorbancia del blanco de muestra

F= Factor de dilucion empleado para la lectura

b= Intercepto de la curva de calibracién para paraquat-en rifién

M= pendiente de la curva de calibracién para paraquat en rifién

M= Cantidad de muestra empleada en la curva de calibracién en g, normalmente 10 g.
M =

m~ Cantidad de muestra empleada en ‘el analisis.

9.5 Una vez aprobado el RAS se feperta en cada caso las hojas de calculo que se generan para
cada uno.

10.Reporte de Analisis'y Resultados:

10.1 Un resultadoe=~pesitivo por paraquat en rifidn permite afirmar que: “En el organismo del
(a) occiso (a). se)detectdé un plaguicida téxico denominado paraquat. Cuando este se
encuentra en el"organismo humano, dependiendo de la cantidad de la sustancia y de las
caracteristicas del individuo, puede producir diversas alteraciones e inclusive la muerte”.

10.2 Ademas, cuando la concentracidon de paraquat en rifidn supera los 14 ug/g de rifidn se
puede afirmar: “La concentracion detectada en este caso se encuentra dentro del rango de
concentraciones reportadas en la literatura para casos de intoxicaciones fatales con
paraquat”.

10.3 Un resultado negativo permite afirmar: No se detectaron bipiridilos (paraquat ni diquat).

10.4 Los resultados de cada caso deben incorporarse en el legajo digital correspondiente.
Adjuntando también el resultado del blanco de muestra, del blanco enriquecido, del blanco
de lectura anterior a la muestra y de la muestra incognita. Si la muestra resultd positiva
debe adjuntarse el resultado de la dilucién y el reporte cuantitativo de paraquat.

10.5 Incorpore, a través de un proceso de analisis en serie, en el legajo digital de cada caso
los reportes generados en el punto anterior.

10.6 Reporte los resultados en el SADCF y en el Dictamen Criminalistico.
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10.7 Reporte los resultados de cualitativos de bipiridilos o los resultados de paraquat
cuantitativos y su incertidumbre asociada como lo indica el apartado “Reporte de resultados
del PON Manejo General de Casos en la Seccidon de Toxicologia Forense.

11.Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:

11.1 Utilice siempre gabacha, anteojos de seguridad y guantes desechables al manipular las
muestras.

11.2 Siempre que salga del area de laboratorios, deseche los guantes, lavase las manos vy
deje la gabacha en la entrada de este.

11.3 Si ocurre un derrame de disolvente recojalo empapando papel toalla y colocandola en la
capilla de extraccién de gases.

11.4 Siocurre un accidente donde se presuma contacto con material bioinfeccioso refiérase al
Manual de Seguridad y Salud Ocupacional del Departamento dé Ciencias Forenses.

11.5 Si ocurre contacto de algun reactivo con los ojos] dclida inmediatamente a la ducha
para 0jos que se encuentra en el laboratorio.

11.6 Si ocurre un derrame de algun reactivo o_mnaterial bioldgico, refiérase al Manual de
Seguridad y Salud Ocupacional del Departamento de Ciencias Forenses.

12.Simbologia:

aprox.: aproximadamente.

DCF: Departamento de Ciencias Forenses.

ddmmm_aa: formato de fecha diasmes_afio (por ejemplo 05dic_07).
gr: gravedad.

LD50: dosis letal 50 %.

LD: limite de deteccidn.

LC: limite de cuantificacion.

N/A: no aplica.

p.a: calidad para analisis, calidad reactivo o calidad ACS.
PDF: Formato de documento portatil

PON: Procedimiento de Operacién Normado.

PQ: paraquat.

% p/v: porcentaje peso en volumen.

r.p.m.: revoluciones por minuto.

% RSD: porcentaje de error relativo estandar.

s.s.: disolucidén saturada.

SCD: Solicitud Cambio Documental.

SGC: Sistema de Gestion de Calidad.




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES

VERSION 03 | PAGINA: 19 de 39

DETERMINACION  CUALITATIVA Y CUANTITATIVA  DE
BIPIRIDILOS EN MATRICES BIOLOGICAS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

P-DCF-ECT-TOX-017

UGC: Unidad de Gestion de Calidad.
UV: ultravioleta.

Vis: visible.

13.Terminologia:

Analito: Sustancia o componente que se desea determinar.

Blanco de lectura: Blanco preparado en una cubeta de cuarzo,

contiene 0,5 mL de ditionito de

sodio 10 mg/mL y 2,5 mL de cloruro de amonio s.s. Se utiliza como cubeta de referencia y para
ajustar el cero en el espectrofotometro antes de la lectura de una muestra, blanco o patrén.

Blanco de rifidn: contiene ademas de la matriz blanco, todos los=xredctivos utilizados en la

preparacion y analisis de las muestras.

Blanco enriquecido de rindn: corresponde a un control preparado utilizando matriz blanco y
enriquecido con los analitos, al que se aplican todos los precesos de una muestra incégnita o

real.

Muestra incognita o real: Muestra de rifién que se deséasanalizar por bipiridilos.

14.Anexos
No. de Anexo Nombre del Anexo \J
1 Preparacion de reactivos_ _
2 Pantallas del progra_ma_Cary Win UV
3 Formulario de andlisis en serie de bipiridilos
4 EjNe!'ano de astimacion de incertidumbre en la determinacién de paraquat en
rifidn
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Anexo 1

Preparacion de reactivos

Disolucion de hipoclorito de sodio al 0,5 %.

Verifique en la etiqueta de la disolucidon de cloro concentrada que se adquiere comercialmente
la concentracion de esta.

Determine el volumen que necesita de la disolucidn de cloro concentrada para preparar el
volumen requerido de la disolucién de hipoclorito al 0,5 %, utilizando la siguiente formula:

(Cd) x (Vd) = (Cc) x (V)

despejando se obtiene: (V) = (Cd) x (V d) / (Cc), donde:

(CD): Concentracion deseada, 0,5%.
(Vd): Volumen requerido de la disolucion de la concentracion deseada a preparar.

(Cc): Concentracion conocida de la disolucidon de cloro concentrada que se adquiere
comercialmente.

(V):  Volumen en mililitros de la disolucion de cloro concentrada que se adquiere
comercialmente.

Utilizando una probeta adecuada al, volumen a medir, adicione el volumen de la disolucién de
cloro concentrada adquirida_ comercialmente (V) al recipiente que va a contener la disolucion de
hipoclorito al 0,5% (ejemplo:el recipiente puede ser una pizeta de 500mL, Vd= 500 mL ).

Utilizando una probeta~adecuada al volumen a medir, adicione el volumen de agua desionizada
necesario para completar/el volumen de la disolucion de hipoclorito al 0,5% deseado.

Agite suavemente, por inversion manual. Identifique el recipiente que va a contener la
disolucién preparada como “Disolucion de hipoclorito al 0,5 %" y rotule con la fecha de
preparacion e iniciales de quién la prepara.

Almacene a temperatura ambiente. Esta disolucién es estable al menos por 3 meses.

Disolucion de acido clorhidrico 1 M.

En una probeta de 2 L mida 2000 mL de agua desionizada, viértalos en un erlenmeyer de 4 L.
En una probeta de 500 mL mida 200 mL de &cido clorhidrico concentrado p.a. Agregue
lentamente el acido al agua. Utilice la capilla de extraccién de gases para preparar esta
disolucidn.

Cuando la disolucion esté a temperatura ambiente trasvasela a una botella de vidrio de 2,5 L
color ambar. Coloque la etiqueta disefiada para reactivos preparados y llene la informacién
requerida. Este reactivo puede conservarse hasta por un afio a temperatura ambiente.
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Disolucion de Hidroxido de sodio 1 M.

En un beaker de 1 L, pese utilizando balanza granataria 40,0 g de hidréxido de sodio p.a. Mida
en una probeta de 1 L, 1000 mL de agua desionizada. Vierta el agua en el beaker.

Coloque en el agitador magnético, agregue una pastilla magnética y agite hasta disolver.
Trasvase a una botella de plastico de 1 L. Coloque la etiqueta disefiada para reactivos
preparados y llene la informacion requerida.

Este reactivo puede conservarse hasta por un afio a temperatura ambiente.

Disolucion de Cloruro de amonio 2.5 % p/v.

En un beaker de 1 L, pese utilizando balanza granataria 25,0 g de cloruro~de amonio p.a. Mida
en una probeta de 1 L, 1000 mL de agua desionizada. Vierta el agua en el beaker.

Coloque en el agitador magnético, agregue una pastilla magnética y agite hasta disolver.
Trasvase a dos botellas de vidrio ambar de 500 mL. Coloque la etiqueta disefiada para
reactivos preparados y llene la informacion requerida.

Este reactivo puede conservarse hasta por un afio a temperatura ambiente.

Disolucion de Cloruro de amonio s.s.

En un beaker de 1 L, utilizando balanza granataria, pese 270,0 g de cloruro de amonio p.a.
Mida en una probeta de 1 L 1000 mL de aguad€sionizada. Vierta el agua en el beaker.

Coloque en el agitador magnético, ,agregue una pastilla magnética y agite hasta disolver.
Trasvase a dos botellas de vidrio '@mbar de 500 mL. Coloque la etiqueta disefiada para
reactivos preparados y llene la infecmacion requerida.

Este reactivo puede conservarse hasta por un afio a temperatura ambiente.

Disolucion de ditionito,de sodio 10 mg/mL.

En una probeta de”25%mL con tapa esmerilada, utilizando balanza analitica pese alrededor de
0,1 g de ditionito de sodio.

Agregue hidréxido de sodio 1 M hasta llegar a un volumen necesario para llegar a una
concentracion de 10 mg/mL. (por ejemplo, si se pesaron 0,115 g se debe llevar el volumen
11,5 mL). Tape y agite manualmente por inversion. Rotule como “Ditionito de sodio”, indique
fecha y hora de preparacion e iniciales.

Este reactivo se debe utilizar maximo 1,5 horas después de preparado, conservar a
temperatura ambiente.

Disolucién de Acido tricloroacético 20 % p/v.

En una probeta de 1 L, utilizando balanza granataria, pesar 200,0 g de acido tricloroacético p.a.
Agregue agua desionizada hasta aprox. 600 mL, coloque en el agitador magnético, agregue
una pastilla magnética y agite hasta disolver.
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Detenga la agitacién y lleve a 1000 mL con agua desionizada. Trasvase a dos botellas de vidrio
ambar de 500 mL. Coloque la etiqueta disefiada para reactivos preparados y llene la
informacidén requerida.

Este reactivo puede conservarse hasta por un afio a temperatura ambiente.

Disolucion madre de paraquat.

Saque del desecador el patrén de paraquat que va a utilizar. Pese el frasco en la balanza
analitica antes de utilizarlo y anote el peso en el Formulario “Registro de uso y control de
material de referencia”

Pese, en la balanza analitica, entre 0,01 y 0,02 g de la sustancia en uri*beaker de 10 mL. Tape
el beaker con papel aluminio y coloque en la estufa a 110° C por tres*horas.

Deje enfriar el beaker colocandolo en el desecador. Pese, en lagpalapza analitica, entre 0,01 y
0,02 g del sdlido del beaker en un balén aforado de 5 mL calibrado.

Llene el Formulario “Registro de uso y preparacion de disolueciones madre individuales” con
toda la informacion solicitada.

Calcule la concentracién de la madre utilizando la sigtiiente férmula:

M X—PMR % PMeq
MR
Cnmadre = 1?/0 PM MR XlOG
f

Donde:

Cn, .4 = Concentrac ion de la disoluciébn madre en pg/mL.

M, = Masa del material @dé yeferencia en g.
Pur = Porcentaje de pureza del material de referencia .

PM ., = Peso molecular del paraquat (257,16 g/mol).

PM,,; =Peso molecular del material de referencia en g/mol. (4 x H20 =329,22)

V,; =Volumen final de la disolucion en mL.

Afore el balén con agua tipo 1. Trasvase a viales plasticos de 2 mL con tapa con teflén. Rotule
como “Paraquat, madre” indique el disolvente, la fecha de preparacién, las iniciales y A, B, C..
a los diferentes viales.

En el Formulario “Registro de uso y preparacion de disoluciones madre individuales”, asignele
un codigo (cdédigo del material de referencia mas -M y el nimero que refleja la fecha de
preparacion) rotule el vial con este cddigo. Pese el vial y anote el peso en el formulario.

Conserve en congelacion hasta por un afo.
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Disoluciéon intermedia de paraquat de 35 pg/mL:

Saque del congelador la disolucion madre de paraquat que va a utilizar. Llévela a temperatura
ambiente. Pese el vial en la balanza analitica y anote el peso en el Formulario “Registro de uso
y preparacién de disoluciones madre individuales”.

Utilizando la siguiente féormula calcule el volumen de disolucion madre de paraquat necesaria
para preparar esta disolucién:

5ml x 35ug /ml
Cnmadre(ug /ml)

Vmadre(ul) = X 1000

Tome el volumen de disolucion madre calculado con micropipeta de 10-100 uL_(calibrada). y
depositelo en un balén aforado de 5 mL (calibrado). Afore con agua tipo I. Trasvase a un tubo
plastico de 5 mL. Rotule como “Paraquat, intermedia, 35 pg/mL,jagua”, indique la fecha y las
iniciales.

Conserve en congelacion hasta 6 meses después de preparada.

Dilucion 1 de paraquat en agua de 100 pg/mk=(Curva calibracion)

Saque del congelador la disoluciéon madre de panaquat que va a utilizar. Llévela a temperatura
ambiente. Pese el vial en la balanza analitica y anote el peso en el Formulario “Registro de uso
y preparacién de disoluciones madre individuales”.

Utilizando la siguiente formula calcule el volumen de disolucion madre de paraquat necesaria
para preparar esta disolucién:

S5mlx100ug/ml

= %1000
Cr']madre ( “g /ml )

Vmadre ( ul )

Tome el volumen de=disolucion madre calculado con micropipeta de 100-1000 uL_(calibrada). y
depositelo en un baléon aforado de 5 mL (calibrado). Afore con agua tipo I. Trasvase a un tubo
plastico de 5 mL. Rotule como “Paraquat, dilucion 1, 100 ug/mL, agua”, indique la fecha y las
iniciales.

Debe prepararse antes de realizar la curva de calibracion y después de preparada debe
descartarse. Conserve en congelacion.

Dilucion 2 de paraquat en agua de 500 pg/mL (Curva calibracion):

Saque del congelador la disoluciéon madre de paraquat que va a utilizar. Llévela a temperatura
ambiente. Pese el vial en la balanza analitica y anote el peso en el formulario “Registro de uso
y preparacion de disoluciones madre individuales”.

Utilizando la siguiente formula calcule el volumen de disolucion madre de paraquat necesaria
para preparar esta disolucién:
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Vo (ul) = 5ml x 500pug / ml <1000

Cnmadre(ug / ml)

Tome el volumen de disolucion madre calculado con micropipeta de 10-100 uL_(calibrada). y
depositelo en un balén aforado de 5 mL (calibrado). Afore con agua tipo I. Trasvase a un tubo
plastico de 5 mL. Rotule como “Diquat, intermedia, 70 pug/mL, agua”, indique la fecha y las

iniciales.

Conserve en congelacion hasta 6 meses después de preparada.
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Anexo 2

Pantallas del programa “Cary Win UV"”

Concentration [Método:C:\...\Curva de Hemoglobina 28-01-10.MCN][C:\...\Curva de Paraquat en rifon 04-05-10.BCN]- Online[Calibrado]
Fichero Editar Ver Comandos Preparar... Gréfico Ayuda
0 Parat ‘

-0,0308 ES g Iniciar

abs VARIAN

Sk % Fho1 Q AD b bE @

Releer

Q Concentracién (mg/’

’(: T (A&) Grafico Patron - Calibracion

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 04/05/2010 15:04:47

Método YCAUV-VIS Varian S0 BIOYCurvas Hemoglobinal\Curva
de Hemoglobina Z8-01-10.MCN

Nombre de Lote

Aplicacidn Concentracidn 3.00{339)

Operador

Condicion€s dgMrStrumento

Instru.men&gl Cary S0
N° Versién Im€rumento. 3,00
Long. Onda (nm) 396,0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 1,0000
Replicados Apag.
Media Patrén/Muestra Duplicado

Correcciones de peso y wolumen Apag.

Min R? 0,9%000

Unidades Concentracidn ng /100 gramos
Recalcular
Comentarios:

Infarma Tarn

PR T—— e r
+5 Inicio 7 €& | @ Curvasparaguat Concentration [Méta...

Imagen No. 1: Pantalla principal
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M Preparar
)

| Cary | Palrones | Muestias | Accesorios | Accesorios2 | Musstreadares | Infome | Auto €

Creacién Nombres de Muestras

- Nombres de Muestras - LCorreccion de Peso/Volumen

N2 de Muestras £ ‘#-l [ Corecciones ‘

| Peso Método |LUU£~VJ ‘
e T T ! v
3:a8n8c; g:(t.i?gecido Yolumen Método E@ | égn OS
ER Uit WC —

4812-T0X-10

4852-T0%-10
491270%10 &
04:47
.an §0 BIO
1 28-01-10) O
Incrementar Importar
3.00(339) [ J [ J < ,

O

[IMaostrar pantalla de estado oK ] [ — ] [ Ayuda ]

N
X

Imagen Ncy Pantalla para introducir informacion de muestras
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M Preparar
}_E@Q_J Patrones E Muestras | Accesorios] || Accesorios2 | Muestreadores | Informe | Auto € *
Definir Patrones
[ Patrones | Tipo Ajuste
I Calibrar durante analisis Lineal IE
Unidades | mg/100 gramos v i
Patrones ls = Lineal Directo
Patrén Conc |~ o AMOS
Patréni a Cuadratico
Patrén2 012500 \/
Patrén3 0,25000 : '0.99000
Patrénd 0,75000 alo 0 '—_]
PatrénS 1.00000 v "Q~
04:47 \ E
.an S50 BIO
1 28-01-108 i
3.00(333) QO

I

OK

J [ Cancelar ] [ Ayuda

]

V
[ Mostrar pantalla de eslae

Imagen No. 3 Pantalla‘para introducir informaciéon de patrones para realizar curva de

paraquat.
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Anexo 3

Formulario de analisis en serie de bipiridilos.

= Organismo de Investigacién Judicial
Departamento de Laboratorios de Ciencias Forenses

==/ Secci6én de Toxicologia

Fecha: PON:

Analista:

Perito responsable:

1. MUESTRAS

FORMULARIO DE ANALISIS EN SERIE DE

BIPIRIDILOS

P-DCF-ECT-TOX-17

DCF/
No. Nombre o
Autopsia

Cantidad de
muestra

Absorbancia
a 396 nm

Nueva
columna

Tipo

Coloracién
muestra

Dilucién

Absorb.
Dilucién a
396 nm

No. Tubo Observaciones

~

?\v

Q

h

; -

OBSERVACIONES: ‘ ‘

7~ NS

[ Y

-

2. CONTROLES

Control Nueva columna Resultado (absorbancia)

N/
e —

Blanco muestra

Blanco enriquecido

3. REACTIVOS PRIMER USO 1

Nuevoseactivo Marca

=
) >

A J

Reactivo Calidad Lote

Acido clorhidrico

Acido tricloroacético

Cloruro de amonio

Ditionito de sodio

Hidréxido de sodio,

Resina Amberlite

)

N — 4

4. PREPARACION DE REACTIVOS

Disoluciones Nueva disolucion Preparado por Fecha

Acido clorhidrico 1M
Acido clorhidrico 2M

Acido tricloroacético 20% p/v

Cloruro de amonio s.s

Cloruro de amonio 2,5% p/v
Hidréxido de sodio 1 M

6. MATERIAL DE REFERENCIA

Material de referencia Cédigo Fecha Preparado por

Paraquat madre
Paraquat intermedia

Firma analista:

Firma perito encargado

5. ADJUNTOS

Tipo adjunto Cantidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 03 | PAGINA: 29 de 39
DETERMINACION CUALITATIVA Y CUAI}ITITATIVA DE P-DCF-ECT-TOX-017
BIPIRIDILOS EN ) MATRICES BIOLOGICAS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Anexo 4

Ejemplo de estimacion de incertidumbre en la determinaciéon paraquat en rifién
Antecedentes:

-Este analisis se utiliza para la determinacién cuantitativa de paraquat en rifidn realizado en la
Seccién de Toxicologia, se lleva a cabo por medio cromatografia de intercambio idnico vy
espectrofotometria ultravioleta-visible.

-Las muestras se someten a un proceso de homogenizacién (con el homogeneizador de tejidos)
y desnaturalizacién (con acido tricloroacético): se utilizan 10,0 £ 0,1 gramos de muestra de
rindn (pesados con balanza granataria calibrada y verificada).

-Las muestras homogenizadas y desnaturalizadas se filtran para eliminar/proteinas.

-El filtrado libre de proteinas se pasa por una columna de cromatografia de intercambio idnico.
El eluido se recolecta y afora a 50 mL en un balén aforado.

-Del eluido se toma una alicuota de 2,5 mL y se mezcla con 0,5 mL de la disolucién de ditionito
de sodio 10 mg/mL (ambos volimenes se miden con una-micropipeta calibrada y verificada).
Esta mezcla se realiza para generar el compuesto que posteriormente se mide su absorbancia a
396 nm por medio de espectrofotometria ultravioleta-visible:

-La cuantificacion se realiza en un ambito de 1.4 15 ug/g, por medio de una curva de
calibracion utilizando 6 niveles de calibracién preparados en rifidon a partir de un material de
referencia certificado.

-Los equipos de medicién utilizados tienén ‘trazabilidad demostrada por medio de los
certificados de calibracion de cada equipo.

-La determinaciéon se controla por medio,de/un control en una concentracién de 1,75 ug/g,
preparado en rindn a partir de un material de referencia certificado.

Ejemplo de datos de una curva de calibracion de la metodologia:

Nivel Variable“independiente (ug/q) Variable dependiente
nix) | x Uix) ulx) | ux)% | nly) Y, sty,) CV%ly) u(y) u(y)%
1 1 | 1,000 0,042 0,021 210 2 | 002115 | 0,00021 1,00 0,00015 0,71
2 1 | 1500 0,063 0,032 210 2 | 003495 | 0,00078 223 0,00055 157
3 1 | 250 0,11 0,053 210 2 | 005765 | 0,00021 0,37 0,00015 0,26
4 | 1 | 750 0,32 0,16 210 2 | 015625 | 0,00035 023 0,00025 0,16
5 | 1 | 1000 0,42 0,21 210 2 | 021130 | 0,00085 0,40 0,00060 0,28
6 1 | 15,00 0,63 0,32 210 2 | 032650 | 0,00099 0,30 0,00070 0,21
K=2; 95%
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Parametros del ejemplo de una curva de calibracién de la metodologia:

Datos del ajuste
Parametro valor
Intercepto (b) 0,0020
Pendiente (m) 0,02108
Coeficiente de correlacion (r) 0,9989
Desviacion del intercepto s 0,0021
Desviacion de la pendiente s(m 0,00050

-Ejemplo de los valores del resultado del analisis de una muestra dtilizada como ejemplo para

la estimacién de su incertidumbre son los siguientes:

Datos de mw‘a&

A, 0,0419

A 0,0039

F( 1

AN 10 g

NTA 10,0 0.1 g

Proceso de estimacidn de incertidumbre:

1. Definicién de ménsurando: Concentracion de paraquat en rifién (ug/g), en muestras de rinoén
recolectada en tubes/de capacidad variable. La concentracién de paraquat es obtenida por la
interpolacion en la curva de calibracién, del valor de absorbancia resultado de la resta de la

absorbancia de la muestra de rifion menos la absorbancia del

blanco de rifidn ambas

absorbancias medidas a 396 nm. Las mediciones de absorbancia se realizan utilizando el
equipo Espectrofotdmetro ultravioleta visible (UV-VIS) Varian Cary 50 BIO, para cubeta de 1

cm de paso de luz de sistema 6ptico de doble haz interno.

2. La funcion de medicion es:
Cm - C-::b ) Fmt

Donde:

Cob =Cpq = concentracion de analito (ug/g), obtenido a partir de la interpolacién en la curva

Cm= concentracién de analito en la muestra de rifién en ug/g
Fmt = factor por la variacion total del método con valor de 1.
La funcién medicion de Cob 0 Cpq €s:
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(A —Ap) XF)—Db M,
N m me

Donde:

Cpp = Concentracion de paraquat en ug/g de rifidn.,

A, = Absorbancia de la muestra

Ay = Absorbancia del blanco de muestra

F = Factor de dilucién empleado para la lectura

b = Intercepto de la curva de calibracidn para paraquat en rifion

m = Pendiente de la curva de calibracidn para paraquat en rifidn

M, = Cantidad de muestra empleada en la curva de calibracidon en g. novmalmente 10 g,
M., = Cantidad de muestra empleada en el analisis.

La concentracion de analito es interpolada de una curva de calibracién de la forma Y = mx+ b
que relaciona la diferencia de Absorbancias de la mue€stra~y el blanco (variable dependiente)
con la concentracion del analito (variable independiente).

3. Lista de fuentes de incertidumbre:

a- El analisis presenta una fuente de incertidlmbre aleatoria asociada a la reproducibilidad de
la medicién, cuantificada por el coeficiente_de variacion porcentual del control positivo
preparado en rifién de 1,75 ug/g. Dentra de)esta fuente se incluye la influencia de diferentes
preparaciones de reactivos, diferentes-analistas, diferentes condiciones ambientales, diferentes
equipos volumétricos y cualquier otra.fuente que afecte de forma aleatoria la determinacién.

b- Los equipos de medicidon volumétrica utilizados en el volumen final de elucion, volumen de
reaccién con ditionito o de la diltcion de la muestra presentan incertidumbres que pueden
afectar la medicién, las mismaswse consideran que han sido valoradas en el coeficiente de
variacion porcentual del eentrel positivo preparado en rifion de 1,75 ug/g, sin embargo, se
utiliza el valor de tolerancia del equipo como su estimador de incertidumbre y valorar su
influencia como fuente.

c- El analisis presenta-/Una fuente de incertidumbre sistematica asociada al sesgo de la
metodologia, la cual es valorada por medio del sesgo% del control positivo preparado en rifidén
de 1,75 ug/g.

d- Los pardmetros del ajuste lineal (pendiente e intercepto) pueden ocasionar una fuente de
incertidumbre en el valor cuantitativo de la metodologia, esta fuente es valorada dentro del
sesgo% Yy el coeficiente de variacion porcentual del control positivo preparado en rifion de 1,75
ug/g.

e-La masa de muestra de rifdn utilizada presenta una incertidumbre asociada su medicion.

f- Variabilidad total del método, la falta de veracidad del método esta influenciada por errores
sistematicos (valorados por el sesgo) y errores aleatorios (valorados por la precisiéon). Dentro
de esta fuente de incertidumbre estdan asumidas todas las fuentes anteriores: las
incertidumbres de los volimenes medidos en el proceso de preparacion de la muestra, la
influencia por la utilizacién de los parametros del ajuste en la estimacién de una concentracion,
diferentes preparaciones de reactivos, diferentes analistas, el sesgo y la reproducibilidad del
método.

4. Cuantificar la variabilidad de cada fuente:
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a- Reproducibilidad de la medicién: cuantificada por el coeficiente de variacién porcentual del
control positivo preparado en rifion de 1,75 ug/g, el mismo es preparado a partir de un
material de referencia certificado de paraquat. Para la estimacidn de este parametro se
utilizaron 32 datos de las mediciones de absorbancias del control y el blanco de rifidn, las
mediciones fueron realizadas en un periodo aproximado de dos afios.

Control preparado de paraquat

1,749 + 0,074 ug/g U% (95%,k:2): 4,2%
Promedio ug/g 1,70
RSD% 16,9
h 32
sesgo’h -3:00

b Incertidumbre de los equipos de medicidon volumétrica utilizados en la dilucion y reduccién de
la muestra: se utiliza las tolerancias asignadas_a cada equipo:

Equip( )‘I Tolerancia %
Micropipetas 2.5
Balon aforado 5mL 0,50
Balén aforado 50mL 0,12

c- Sesgo de la metodologiat cuantificada por medio del sesgo% del control positivo preparado
en rindn de 1,75 ug/g.\El valor del sesgo% obtenido (-3%) es varias veces menor que la
influencia del compenente de reproducibilidad de la metodologia (17%). Se considera que el
sesgo ya estd valorado dentro del componente de reproducibilidad de la metodologia. Por lo
anterior, se utilizard”la incertidumbre asociada al valor asignado del control positivo y de los
calibradores de la curva de calibracién. Se utiliz6 la siguiente formula en la preparacién de la
disolucién madre de paraquat para el control y los calibradores:

PM
hAMR PMR>< PQ

Xi
100~ PM,,,
Vf

Cn =

madre

x10°
Donde:

Cn,.4e = Concentracion de la disolucion madre en pg/mL.

M,,r =Masa del material de referencia en g.

Pyr = Porcentaje de pureza del material de referencia .

PM ., = Peso molecular del paraquat (257,16 g/mol).

PM,,r =Peso molecular del material de referencia en g/mol. (4 x H2O =329,22)
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V,; =Volumen final de la disolucion en mL.

Control preparado de paraquat

1

749 + 0,074 uglg U% (95% k:2): 4,2%

Calibradores preparados de paraquat
Xi u(xi) U xi)/xi u(xi)% U(xi)% (95%,.k:2):
1,000 0,021 0,021 2.1 42
1,500 0,032 0,021 2.1 42
2,500 0,053 0,021 2.1 42
7,50 0,16 0,021 2.1 42
10,00 0,21 0,021 2.1 42
15,00 0,32 0,021 2.1 42

e- Para el analisis de acuerdo con lo indicado en el PON se ttiliza una masa de 10,0 + 0,1 g de

rinon.

La medicion de la masa se realiza con una balahza calibrada y verificada que presenta

una incertidumbre expandida de 0,0084 g (U: k =%; 95 %), sin embargo, por practicidad en el
analisis la masa utilizada tiene una tolerancia de%=0)1 g.

Masa (g)

Tolerancia (g)

Tolerancia (%)

10

0,1

1,00

f- Como estimador de la variabilidad total del método se utilizo la combinacion de las fuentes

anteriores, como lo muestra elssiguiente cuadro:

Fuente de Incerti %e N Tipo RSD, U ° I'llJ'Iou!eIo !:!'e Diviser Incer‘ti'dumbre
H tolerancia (%) distribucion estandar

Reproducibilidad de la metodolégia (RSD%) A 16,9 Normal 1 16,9
Velumen de eluido 50 mL, medido con balén aforado (T%) B 0,12 Rectangular V3 0,069
Voelumen alicuota de eluido 2,5 mL, medido con micrpopipeta (T%) B 2,50 Rectangular V3 1,44
Velumen de ditionito 0,5 mL, medido con micrpopipeta (T%) B 250 Rectangular V3 1,44
Incertidumbre de calibradores U% (95%,k:2) B 42 Mormal 2 2,10
Masa de la muestra, medida con balanza (T%) B 1 Rectangular V3 0,58
Incertidumbre de control U% (95%,k:2) B 42 Mormal 2 210
Velumen de dilucién, medido con micrpopipeta (T%) B 2,50 Rectangular V3 1,44

u%: 17,4

U% (k:2, 95,45%): 35
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5.1 Estimacién de concentracion de la muestra y su incertidumbre combinada: se realiza la
interpolacion de la concentracion en la curva de calibracion ponderada de acuerdo con la

siguiente férmula:
(A, —Ap) XF)—Db M,
m * M,,

CPQ =

C. — ((o.u419—0.0039)><1)—o.cmzcrxE Cop = 1,708 ug/
PQ — 0.02108 10 e e

Sustituyendo:

La incertidumbre combinada para el valor xo interpolado, de acuerdo.con la férmula general de
combinacién de incertidumbre, se obtiene a partir de la expresidén deneral:

|~
wo(e) = | e
\ =1

Por lo que Ila incertidumbre se estima c@mbinando las incertidumbres porcentuales
provenientes de las diferentes fuentes que “aportan a la variabilidad total del método
presentaria la siguiente formula:

u (@I % = v [u.(E

™

e) %)

u (Cp) % = /[R5D%]* + [u(masa muestra )]* + [u(controles y calibradores)]* + [u(equipovolumétrico )]

Sustituyendo obtenemost

U (Co) % = /[16,9%]8.4£40,58%]2 + [2.10%]° + [2,10%]% 4 [0,060%]% + [1.44%]% 4 [1.44%)]° + [1,44%)°
u.(C,) %=174%
uc(Cm) = 17,4 % de 1,708 ug/g
uc(Cm) = 0,30 ug/g
U(Cm) = uc(Cm)*k = 0,30 ug/g *2 = 0,60 ug/g
A continuacidn, se presenta un cuadro resumen de los aportes de las diferentes componentes

de la incertidumbre de la concentracion de analito en la muestra (Cm) y un grafico que ilustra
su porcentaje de aporte:
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Componente Veff u% (u%)2 Aporte %
Reproducibilidad (RSD%) 31 16,9 285 61 94 88
Volumen de eluido (T%) 10000 0,069 0,00480 0,0016
Volumen alicuota de eluido (T%) 10000 1,44 2,083 0,69
Volumen de ditionito (T%) 10000 1,44 2,083 0,69
Calibradores U% (95%,k-2) 10000 2.10 4410 1,47
Masa de la muestra (T%) 10000 0,58 0,333 0,11
Control U% (95%,k:2) 10000 2.10 4410 1,47
Volumen de dilucion (T%) 10000 1,44 2,083 0,69
| vefficm): 34 « VI 301,02

Aporte % de las diferentes fuentes de inceftidumbre valoradas
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El aporte de las fuentes correspondientes a los equipos volumétricos y la medicion de masa
utilizados en el proceso de preparacion de las muestras es menor al 1% para cada fuente, por
lo que para este caso se pueden desestimar como fuentes de incertidumbre, las mismas se
podria considerar que han sido valoradas en el coeficiente de variacion porcentual del control
positivo preparado en riidn de 1,75 ug/g.

6.1 Se elije para el caso en particular como probabilidad de cobertura un 0,9545 (95,45%).
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7.1 Se cumple el teorema del limite central, por cuanto todas las fuentes de incertidumbre
importantes tienen distribuciones normales o se asumen en el tratamiento como normales.
Como los grados de libertad efectivos calculados con la formula de Welch-Satterwaite, son altos
(34), se utiliza como factor de cobertura un valor z normal, correspondiente con una
probabilidad de cobertura de 95,45%, el cual es 2.

8.1 Informe de la concentracidon y su incertidumbre:

C=1(1,71 £0,60) ug/g (k = 2; p = 0,9545; normal)
De acuerdo con el resultado anterior, el valor verdadero de la concentraciéon del analito en
rindn se encontrard con una probabilidad del 95,45%, dentro del intervalo normal que esta
delimitado por los valores de concentraciéon entre 1,11 ug/g ¥{ 2,32 ug/g, con estimador

estadistico de tendencia central en 1,71 ug/qg.

En el siguiente cuadro se muestran las incertidumbres expandidas de diferentes niveles de
concentracion distribuidos en el ambito de analisis:

Incertidumbres e Mitn de
med%
Paraquat tg'!g‘k. U (k:2, 95,45%)
1,00 0,35
1,50 0,52
2,50 0,87
7.5 26
10,0 35
15,0 52

5.2 Estimacién de concentracién de la muestra y su incertidumbre combinada: se realiza la
interpolacion de la concentracion en la curva de calibracién ponderada de acuerdo con la

siguiente formula:

_(An—4)XF)=b M.

., =
P m

_ ((0.0419-0,0039)x1)— 0.0020

10

Sustituyendo: 0.02108

10

M.,

Cpp = 1,708 ug/g
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La incertidumbre combinada para el valor x0 interpolado, de acuerdo con la formula general de
combinacion de incertidumbre, se obtiene a partir de la expresién general:

E

w(x) = | ¢

y =1

C Uy

incertidumbres porcentuales
del método

las
la variabilidad total

Por lo que la incertidumbre se estima combinando
provenientes de las diferentes fuentes que aportan a
presentaria la siguiente férmula:

U, (Cp) %= [1e(Fpe) %]°

u, () % = /[R5D%]? + [u(controles y calibradores)]?

Sustituyendo obtenemos:

u (Cr) % = 4/[16.9%]% + J230%]° + [2.10%)°
u (C, %= 17%
uc(Cm) = 171% de 1,708 ug/g
uc(€Cm) = 0,29 ug/g
U(Cm) = ue(Cm)*k = 0,29 ug/g *2 = 0,58 ug/g
A continuacion, se presenta“un cuadro resumen de los aportes de las diferentes componentes

de la incertidumbre de 14, concentracion de analito en la muestra (Cm) y un grafico que ilustra
su porcentaje de aporte:

Fuente dM"id”"'bre Tipo tnI:rsalr::t,:il:l T%} dnlﬂsl::zlt;:’oi Divisor |nc:;;udn:re
Reproducibilidad de la metodologia (RSD%) A 16,9 Normal 1 16,9
Incertidumbre de calibradores U% (95%,k:2) B 42 Normal 2 2,10
Incertidumbre de control U% (95%,k:2) B 42 Normal 2 210
u%: 17
U% (k:2, 95,45%): 34

El aporte de las fuentes correspondientes a los equipos volumétricos utilizados en el proceso de
preparacion de las muestras y de la medicion de la masa de la muestra se desestimé como
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fuentes de incertidumbre, las mismas se consideran que han sido valoradas en el coeficiente de

variacion porcentual del control positivo.

A continuacién, se presenta un cuadro resumen de los aportes de las diferentes componentes
gue se consideraron importantes para la incertidumbre de la concentracion de analito en la

muestra (Cm) y un grafico que ilustra su porcentaje de aporte:

Componente Veff u% (u%)2 Aporte %
Reproducibilidad (RSD%) 3 16,9 285 61 97.00
Calibradores U% (95%,k:2) 10000 210 4410 1,50
Control U% (95%,k:2) 10000 2,10 4410 1,50
| Veff (Cm). 33 o~ PN 294 43

Aporte % de las diferentes fuenteS de incertidumbre valoradas
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6.2 Se elije para el caso en particular como probabilidad de cobertura un 0,9545 (95,45%).
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7.2 Se cumple el teorema del limite central, por cuanto todas las fuentes de incertidumbre
importantes tienen distribuciones normales o se asumen en el tratamiento como normales.
Como los grados de libertad efectivos calculados con la formula de Welch-Satterwaite, son altos
(33), se utiliza como factor de cobertura un valor z normal, correspondiente con una
probabilidad de cobertura de 95,45%, el cual es 2.

8.2 Informe de la concentracidon y su incertidumbre:

C=1(1,71 £0,58) ug/g (k = 2; p = 0,9545; normal)
De acuerdo con el resultado anterior, el valor verdadero de la concentracién del analito en
rindn se encontrard con una probabilidad del 95,45%, dentro del intervalo normal que esta
delimitado por los valores de concentraciéon entre 1,13 ug/g ¥{ 2,29 ug/g, con estimador

estadistico de tendencia central en 1,71 ug/qg.

En el siguiente cuadro se muestran las incertidumbres expandidas de diferentes niveles de
concentracion distribuidos en el ambito de analisis:

Incertidumbres e 4éihitm de
med%
Paraquat m‘k. U (k:2, 95,45%)
1,00 0,34
1,50 0,51
2,50 0,86
7.5 26
10,0 3.4
15,0 51






