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RESUMEN:

Introduccién: El clorotalonil se puede determinar por varias técnicas de andlisis, entre ellas la cromatografia de gases (GC)
y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Estas dos técnicas son las de mayor uso en los laboratorios Objetivo:
Comparar la eficacia de las metodologias analiticas por GC y por HPLC para la determinacién de clorotalonil en un
fungicida comercial. Métodos: Aplicamos ambos métodos a muestras equivalentes y comparamos los resultados con pruebas
estadisticas. Resultados: Ambos métodos arrojaron resultados estadisticamente equivalentes y confiables. Estos pardmetros fueron
satisfactorios: selectividad, 4mbito de trabajo y linealidad, limite de deteccién y cuantificacién, repetibilidad, precisién intermedia,
robustez, veracidad y sesgo; los consideramos lineales, precisos y exactos que cumplen con las normas del Ente Costarricense de
Acreditacién (ECA). Conclusiones: Ambos métodos para determinacién de clorotalonil se pueden utilizar de manera confiable
bajo las condiciones definidas.

PALABRAS CLAVE: Agroquimicos, clorotalonil, plaguicidas, método analitico, validacién.

ABSTRACT:

“Comparison between two chromatographic methods to determine chlorothalonil in a commercial fungicide”. Introduction:
Chlorothalonil can be determined by several analytical techniques, including gas chromatography (GC) and high performance
liquid chromatography (HPLC). These two techniques are used often because they have a higher level of stability and sensitivity.
Objective: To compare the efficacy of analytical methodologies by GC and by HPLC for the determination of chlorothalonil in a
commercial fungicide. Methods: Both the HPLC method and the GC method used by the laboratory were applied to equivalent
samples and the results were compared with paired statistical tests. Results: Both methods produced statistically equivalent and
reliable results. These parameters were satisfactory: selectivity, range of work and linearity, limit of detection and quantification,
repeatability, intermediate precision, robustness, veracity and bias; we consider them linear, precise and exact methods that meet
the norms of the Costa Rican Accreditation Entity (ECA). Conclusions: Both methods for determining chlorothalonil can be
used reliably under the defined conditions.

KEYWORDS: Agrochemicals, chlorothalonil, pesticides, analytical method, validation.

En el area de la agricultura se dan muchos problemas relacionado con plagas, las cuales hacen referencia
a cualquier organismo vivo que compita u ocasione dafos a las plantas o a sus productos y que puedan
considerarse como tal, debido a su caricter econdémico, invasor o extensivo (Reyes, Vasquez, & Gonzdlez,
2010). Los plaguicidas son sustancias o mezcla de sustancias utilizadas con la finalidad de prevenir, destruir,
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repelar o controlar cualquier plaga. Estas plagas pueden ser tan diversas como insectos, animales, hierbas,
hongos y virus (Menéndez, 2009).

Los plaguicidas pueden ser naturales o sintéticos y una de las preocupaciones respecto a su uso es el riesgo
de contaminacién del agua y el suelo por las sustancias quimicas utilizadas; especialmente porque debido a
sus estructuras normalmente complejas, es dificil su degradacién. En nuestros campos agricolas se utiliza gran
cantidad de fungicidas puesto que los hongos son plagas importantes dadas las condiciones climaticas propias
de la regién (Varés, 2006; Ministerio de Salud, 2007; Mendizabal, 2011).

Los plaguicidas fueron desarrollados para lograr un mejor crecimiento de la flora; gracias a su efectividad y
bajo costo, permiten proteger los cultivos de casi cualquier amenaza. Sin embargo, a largo plazo se demostrd
que el uso indiscriminado de plaguicidas puede afectar al medioambiente ¢ incluso puede modificar a las
plagas, haciéndolas atin mds resistentes a su uso (Alvarez, Conci, & Peccoud, 2009; Ascuasati, 2012). Es
indispensable que los plaguicidas solamente se usen si hay necesidad econémica importante y de acuerdo con
las recomendaciones de la etiqueta.

Los controles de plagas no intentan eliminar todas las plagas, ya que esto descompensaria el equilibrio
natural de vida en el huerto. No todos los insectos son enemigos de los cultivos. Algunos insectos son
polinizadores, otros ayudan a descomponer la materia orgénica y otros se alimentan de los insectos daninos,
conlo queaveces llegan a erradicar el problema sin que tengamos que intervenir. Es muy importante aprender
a reconocer la plaga y/o el dafio que causa para poder controlarla. En algunos casos son tan pequefas que
nuestra mejor herramienta de diagndstico es el dafio causado a las plantas (EcoTenda, 2013).

Enlaagricultura de nuestro pais son frecuentes e importantes los dafios que causan las plagas en los cultivos.
Numerosas enfermedades se dan por medio de insectos, hongos y bacterias, que afectan tanto la salud de las
plantaciones como la salud del ser humano y animales (Alatorre, 1999).

Las industrias de agroquimicos se centran en la busqueda de productos menos nocivos para el ambiente
y formulaciones mds seguras para los usuarios y el entorno. Estas tendencias responden en buena medida
a las exigencias de las agencias reguladoras de los paises desarrollados para el registro y autorizacion de
uso de los plaguicidas. Desde las primeras etapas en el desarrollo de plaguicidas, la industria toma en
cuenta las disposiciones vigentes para su registro y aprobacién (Decreto N° 24337-MAG-S, 1995). De
hecho, plaguicidas que pueden tener una excelente actividad, selectividad y nicho en el mercado, pueden ser
desechados desde etapas iniciales del desarrollo si se prevé que no van a cumplir con los requisitos impuestos
para el registro. (Villegas, 1993; Ferreira, 1996).

Existen varios tipos de plaguicidas, en este caso un fungicida es el objeto de estudio analitico. Los
fungicidas son sustancias tdxicas que se emplean paraimpedir el crecimiento o para matar los hongos y mohos
perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre. Existen dos tipos de fungicidas, los de contacto y
los sistemdticos (Pérez & Forbes, 2017). Los fungicidas de contacto llamados también protectores, acttian
solamente sobre la superficie de la planta donde el fungicida ha sido depositado y evitan que los esporangios
germinen y penetren a las células. Por ello se recomienda cubrir la mayor parte de la planta con este tipo
de productos. Los fungicidas sistémicos son absorbidos a través del follaje o de las raices y se movilizan a
toda la planta. Otros productos sistémicos, conocidos como fungicidas translaminares tienen la capacidad
de moverse del lado superior de la hoja al inferior, pero no de hoja a hoja. Los fungicidas sistémicos afectan
varias etapas de la vida del hongo (Pérez & Forbes, 2017).

Especificamente, el fungicida implicado es el clorotalonil, que proviene de la familia de los clorofenilos,
los cuales se fijan a grupos sulfhidrilo y mercapto, es un fungicida de contacto, con un amplio espectro,
similar a los ditiocarbamatos, y de numerosos efectos téxicos en mamiferos (aumento de mutaciones,
toxicidad crénica, reacciones alérgicas, probablemente cancerigeno). Estos productos no deben usarse con
humectante ya que se disminuye la fungitoxicidad y aumenta la fitotoxicidad y son incompatibles con aceites
o formulaciones oleosas (Gepp & Mondino, 2018).
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La seguridad de que un producto cumple con las especificaciones, solo es relevante si los métodos a través
de los cuales se llega a los resultados, son oficiales o estan validados. De aqui la importancia de contar con
procedimientos validados, lo cual segiin Duran (2011), se define como la accién en la que se prueba que
cualquier material, proceso, procedimiento, actividad, equipo o mecanismo empleado en la fabricacién o
control, logrard los resultados para los cuales se destina. La calificacion de los instrumentos utilizados en
los procesos productivos, asi como en la caracterizacién de los productos y su control de calidad, constituye
un requisito previo a la validacién de cualquier técnica analitica que haga uso de estos. (Alvarez, Téambara,
Alvarez, Besada, & Gonzailez, 2014).

De acuerdo con estudios, el clorotalonil se puede determinar por varias técnicas de andlisis, entre las cuales
dos de ellas son: por cromatografia de gases (GC) y por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
(Miranda & Martin, 2018). Estas dos técnicas son las de mayor uso en los laboratorios debido a que tienen un
nivel mas elevado de estabilidad y sensibilidad para detectar las sustancias deseadas, sin embargo, la mayoria
de métodos encontrados son para residuos de los fungicidas en los productos y lo que se pretende determinar
es el activo del producto terminado.

MATERIALES Y METODOS

El método con el que trabaja el laboratorio de la empresa Formuquisa es el de cromatografia de gases,
cuyo método estd basado en el método oficial (AOAC, 2016) como referencia, sin embargo, se modificé a
beneficio propio cambiando el solvente de metanol a acetona, manteniendo las demds condiciones iguales
al método oficial.

Se planted obtener otro método analitico por HPLC que brinde resultados confiables y seguros, como lo
ha hecho el método de analisis por GC, esto con el fin de asegurar un nuevo método alterno que favorezca la
operacion de la industria en el aseguramiento de la calidad de sus productos y, en este caso, con HPLC que
presenta ventajas analiticas y de costos en comparacién con GC. La principal ventaja analitica es la mayor
sensibilidad del método.

Los resultados del contenido de clorotalonil en un plaguicida deben cumplir con lo establecido (Cuadro
1) en la normativa vigente (Norma RTCR-171, 1991), que define las tolerancias permitidas para la
concentracién de ingrediente activo. Esta norma es basada, a su vez, en las especificaciones de la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacién y la Agricultura) para productos destinados a la
proteccion de las plantas.

CUADRO 1
Tolerancias permitidas para el ingrediente activo en plaguicidas

Pnrcmtme . Limites aceptables Limites gceptables =t .
mgrediente activo Lnidades porcentajes sobre el contenido
declarado declarado

=50 +25 Mo aplhicable

25-50 Mo aplicable +5

10-25 Mo aplicable +6

2,5-10 Mo aplicable =10

025 No aplicable + 15 hasta 25 dependiendo del

tipo de formulacion

Fuente: Norma RTCR-171 (1991)

Para el clorotalonil, se tiene que el contenido de ingrediente activo es 72%, entonces de acuerdo con el
Cuadro 1 este producto pertenece al porcentaje de 250, por lo tanto cuenta con una tolerancia de +2,5 lo cual
significa que los resultados de los anélisis se pueden encontrar dentro del rango 69,5-74,5% de ingrediente
activo y serdn aceptados, tal como lo aplica el laboratorio implicado para sus resultados de analisis.

Para efectos de este estudio, se implementd el método de andlisis de clorotalonil por HPLC (Garcia &
Pérez, 2012), utilizando las siguientes condiciones de trabajo: acetonitrilo-agua (70:30) como fase movil,
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columna L=250mm, ID=4,6mm, Supelcosil LC-18 Spm, flujo de 1,4mL/min, SuL de volumen de inyeccidn
y 231nm de longitud de onda, segiin condiciones facilitadas por una marca comercial (Sigma-Aldrich, 2016).

Se realizaron pruebas para determinar el tiempo de retencién, asi como el volumen de inyeccién (1, 5y
10pL) y luego se realizaron curvas de calibracién con cinco niveles para establecer el 4mbito de trabajo. Se
ensayaron muestras reales del plaguicida en diferentes lotes. Estas pruebas se compararon con las mismas
realizadas por GC como método referente, y asi determinar si son aceptables.

Se procedié a la validacién del método por cromatografia liquida de alta resolucién, y del método por
cromatografia de gases utilizado por la empresa con regularidad y derivado del método oficial (AOAC, 2016)
pero modificando el diluyente utilizado. Se siguieron todos los lineamientos de la guia del Ente Costarricense
de Acreditacion (Ente Costarricense de Acreditacion, 2015) para validar métodos de ensayo, y los criterios de
aceptacion fueron tomados del Reglamento de Validacién de Métodos Analiticos Requeridos para el Registro
Sanitario ante el Ministerio de Salud. Los pardmetros a determinar son los siguientes:

Selectividad (prueba de placebo): Se prepararon aproximadamente 100mL con las cantidades
especificadas de sustancias en el formato de la formulacién, sin el activo. Con el placebo realizado se pesaron
de forma independiente seis muestras con la misma cantidad y preparacion que define el método.

Criterio de aceptacién: El porcentaje representado por el placebo debe ser menor a 3%.

Ambito o intervalo de trabajo: Se determiné con los niveles mas bajos y més altos de concentraciones
demostrados que pueden ser determinados con la precisién y la exactitud requeridas para la matriz de estudio.
Criterio de aceptacion: el coeficiente de correlacién de la curva obtenida debe ser mayor a 0,995. Para
determinarlo se calcula un porcentaje de error, cuyos resultados deben encontrarse en el rango del porcentaje
de tolerancia para este producto (£2,5%), se calcula de la siguiente forma:

% Error = 100*(CnE - CnD )/CnE

CnE: Concentracién esperada.

CnD: Concentracién Determinada.

Linealidad: Se realizaron tres curvas de calibracién con soluciones al 80%, 90%, 100%, 110% y 120%
de la concentracién del ingrediente sugerida por el método analitico. Se verifica mediante la obtencién de
coeficientes de correlaciéon mayor o igual a 0,995.

Limite de deteccidn: Se prepararon soluciones a concentraciones del analito, y se determina la minima
concentracién detectable, aunque esta no sea cuantificable. El limite de deteccidn se calcula con la siguiente
férmula:

LD=X+3*S

X= Promedio del Blanco

S = Desviacién de la muestra enriquecida

Limite de cuantificacién: Se prepararon soluciones a concentraciones del analito y se determina cual es la
minima concentracion que puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptables. El limite de deteccion
se calcula con la siguiente férmula:

LC =10 * Desviacién minima * la pendiente de la curva de calibracién

Repetibilidad (precisidon): Se prepararon ¢ inyectaron de forma independiente seis esténdares al 90%,
100% y 110% del valor de concentracién del analito en la muestra, segin la concentracién definida en cada
técnica. Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacion debe ser no mayor al 2%.

Precisién intermedia: (Con cambio de equipo en GC y cambio de analista en HPLC); para el método
por GC se realizaron las determinaciones en dos equipos de GC disponibles en el laboratorio, uno marca
Agilent y otro marca Shimadzu. Para el método HPLGC, se realiz6 cambio de analista. Para estas pruebas y la
de repetibilidad se realizé una prueba del contraste F parala comparacién de desviaciones estandar. En donde
se plantea una hipétesis para probar que no haya diferencia significativa en las varianzas de los resultados y
determinar cudl es mds preciso. Para esto, se calcula el valor de F y se busca el valor teérico de F.
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Robustez: Se prepararon ocho muestras independientes con concentraciones que coincidan con la curva
de calibracién. Se hicieron mediciones de las mismas muestras dos dias después y se determin el valor de
variacién. Criterio de aceptacién: el porcentaje de variacién no mayor a + 3%.

Exactitud: Parala evaluacion de este pardmetro se realizd el anélisis de un material de referencia certificado,
se prepararon muestras en tres niveles de concentracién y se realizaron tres réplicas de cada muestra. La
valoracién de la exactitud se efectué mediante el porcentaje de recuperacién del analito, se compara el
promedio de los valores obtenidos (X) con el valor de referencia certificado (m), teniendo en cuenta la
incertidumbre asociada a ese material. El médulo de la diferencia da como resultado el sesgo del método: s
= X - m. Ciriterio de aceptacion segin la FDA para un producto terminado debe ser mayor a 97% y menor
a 103%.

También se evalud la veracidad del método empleando cinco niveles de enriquecimiento, en los cuales, la
recuperacion también debe estar entre 97% y 103%.

Al finalizar la validacién de los métodos, se realizé una comparacién entre los métodos por cromatografia
de gases y por cromatografia liquida, en donde se prepararon y cuantificaron muestras reales del plaguicida
en estudio, segtin se describe en el Cuadro 2.

CUADRO 2
Condiciones de trabajo para las muestras de clorotalonil segiin métodos por GC y HPLC

Parametro Metodo GC Metodo HPLC
Diluyente Acetona Acetonitrilo
Peso de Muestra 0,350g 0,07-0,00g

I 50mL v 5mL en
Dl 50mL

ucian 11 50mL

Etica, conflicto de intereses y declaracién de financiamiento: Los autores declaran haber cumplido con
todos los requisitos éticos y legales pertinentes, tanto durante el estudio como en el manuscrito; que no hay
conflictos de interés de ninguin tipo, y que todas las fuentes financieras se detallan plena y claramente en
la seccién de agradecimientos. Asimismo, estin de acuerdo con la versién editada final del documento. El
respectivo documento legal firmado se encuentra en los archivos de la revista.

ANALISIS

Al haber sometido a prueba el método por HPLC, segtin los resultados reflejados en el Cuadro 3 y basado
en las especificaciones evidenciadas en el Cuadro 1, los resultados de las concentraciones del clorotalonil
obtenido para los tres lotes del producto comercial ensayado por HPLC, se encuentran dentro de lo
establecido en la Norma RTCR-171 (1991) y los valores obtenidos en desviacién estandar relativa (DSR%)
se encuentran muy por debajo del 2% considerado como aceptable para la determinacién. Esto da indicios
de que el método por HPLC arroja resultados favorables preliminarmente.
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CUADRO 3
Resultados de prueba en muestras de tres lotes de clorotalonil por HPLC

Lote 1 (% Lote 2 (% Lote 3 (%

Muestra IA+0,03)  [A+003)  [A+0,03)
1 72,48 72,22 73,36

) 72,36 72,45 73,15

3 72.46 72,29 73.15
Promedio 72,43% 72,32% 73,24%
DS 0,06 0,12 0,11
DSR% 0,001 0,002 0,002

%IA: % ingrediente activo, DS: desviacién estandar, DSR%: desviacion estandar relativa

Posteriormente, se realizé la comparacién con dos lotes distintos del producto que se analizaron por
HPLCy GC, obteniendo los resultados incluidos en el Cuadro 4. En este se observan resultados muy exactos
y precisos donde el DSR no llega al 0,5%, y del mismo modo se observa que para la prueba de F realizada,
el valor estadistico calculado es mayor que el valor de F tedrico, lo cual hace referencia a que el método por
HPLC es menos preciso que el método por GC. Sin embargo, se considera que los valores de ambos métodos
no presentan diferencias significativas y por ende las diferencias pueden ser consideradas normales al cambiar
de técnica analitica.

CUADRO 4
Resultados del método por GC contra el método HPLC en dos lotes de muestras
Metodo GC Meétodo HFLC
. Promedio . Promedio
Muestra Concentracion Concentracion
0, o Q, =]
(%LA£0,01) (%lAx0, DS DEE% (%L4:£0,03) (YelAxd, DS DER%
01y 03)

L1-M1 7247 72,00
LI-M2 72,51 72,40 0,125 0,17 72,64 72,30 0,315 0.44
LI-M3 7226 72,10
L2-M1 72,10 71,55
L2-mM2 72722 72,20 0,015 0,02 71,18 T71.47 0,264 0,37
L2-M3 72,20 71,69
HU:c:2 1=02 1 Estadistico F=10,465 Fobrico= 146

Validacién de clorotalonil en GCy HPLC

Selectividad: Los resultados incluidos en el Cuadro 5 evidencian que las seis muestras de placebo ensayadas
con ambos métodos se encuentran dentro del criterio de aceptacién (3%), lo cual indica que todos los
ingredientes con que se lleva a cabo la formulacién del producto de clorotalonil, no van a producir ninguna
interferencia en las mediciones del ingrediente activo y ambos métodos se consideran selectivos.
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CUADRO 5
Resultados de selectividad presentados por ambos métodos

Medicion Metodo GC Metodo HPLC

Placebo 1 0,009% 1,35%

Placebo 2 0,008% 0,50%

Placebo 3 0.021% 0,48%

Placebo 4 0,011% 0,74%

Placebo 5 0,018% 0,82%

Placebo 6 0,014% 0,42%

Cumple/ Mo Cumple Cumple Cumple

Criterio de aceptacion =3%

Ambito de trabajo ylinealidad: Seguidamente, en el método por GC el intervalo de trabajo mas adecuado
(r* mayor a 0,995) de trabajo es de 4 000 a 6 000mg/L, ya que en rangos distintos se afecta la linealidad y por
ende los resultados de analisis del clorotalonil. Al igual, para el método por HPLC, las concentraciones para
el dmbito de trabajo fueron de 60 a 140mg/L para asegurar la linealidad del método de analisis.

Curvas A,B,C Método Curvas A,B,C Método
GC HPLC
70 y=116,42x - 68865 y = 62635x+ 179681
= R?=0,9976 g 90 R* =0,9998

¢ 8x0 § 8 70
< 3 < 8 5o

30 * 30

3000 5000 7000 30 80 130 180
Concentracion mg/L Concentracién mg/L

Fig. 1. Lincalidad para ambos métodos (superposicion de las tres curvas de calibracién para cada método).

Derivado del 4mbito de trabajo (Fig. 1), que para los dos métodos la linealidad cumple con el criterio de
aceptacion, cuyos coeficientes de determinacidn son mayores a 0,995 lo que indica que los métodos presentan
buena linealidad. De acuerdo con lo obtenido se destaca que las curvas para el método HPLC, presentan
una mejor linealidad debido a que sus r* son més cercanos a 1 que los > del método GC. Sin embargo, esto
no es suficiente para comprobar que los métodos cumplen una buena linealidad, por esto se evaluan otros
criterios, para confirmar que la linealidad es aceptable. Al determinar la homogeneidad de las varianzas para
las distintas curvas (Fig. 2), la cual refleja un comportamiento homocedastico para ambos métodos.

Prueba de igualdad de varianzas: Curva A; Curva B; Curva C Prueba de igualdad de varianzas: Curva A; Curva B; Curva C
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, « = 0,05 Miltiples i de i6n para la iacién estindar, « = 0,05
Comparaciones maltipler Comparaciones milisies
| I Valorp  04T1 | | Vakep 1000
Curva A | | Prusta e Levene cnand | | Prusta e Lovere
Valor p 0975 Varp 1000
Cuva ® [ ] b | |
Curva € ! | Cuna© |
60000 80000 100000 120000 10000 160000 180000 200000 220000 2000000 7500000 3000000 3500000 4000000 4500000
1103 Intervalos na s sobreponen, las Desv.Est, comespandientes son sgnificativamente alferentes St los intervaios rio se sabeepanen, las Desv.Et. correspandientes son significativamente diferentes.

Fig. 2. Anilisis de homocedasticidad por GC y por HPLC respectivamente.

Este criterio se basé en la prueba de andlisis de Levene, en el cual se evaltan las varianzas de las tres curvas y
se determina si hay similitud entre ellas. Para este caso se planted una hipdtesis nula en la cual hace referencia
a que las varianzas entre las curvas son iguales. Como se puede ver en la grafica que se obtuvo para el método
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GC, las varianzas de las tres curvas tienden a variar un poco entre ellas, sin embargo el valor de P que se obtuvo
fue de 0,975 el cual es mayor a 0,05 (para un nivel de confianza del 95%), por lo tanto no se logra rechazar la
hip6tesis nula y se demuestra que no hay diferencia significativa entre las varianzas de las tres curvas.

Del mismo modo para el analisis de homocedasticidad del método HPLC, se determiné un ANOVA por
el programa estadistico Minitab, cuyo resultado obtenido para el valor de P fue de 1, esto indica que también
es mayor al nivel de significancia (#=0,05), por lo tanto, tampoco se rechaza la hipdtesis nula en este método.
Se puede ver que en este método los tamanos de las varianzas para las tres curvas son consideradas iguales.

Limite de Deteccidon y de Cuantificacidon: En cuanto al limite de deteccién y al de cuantificacion (cuadro
6) se obtiene que para el método de GC lo minimo que se puede detectar en un andlisis de clorotalonil es una
concentracién de 593,13mg/Ly en el método de HPLC esde 2,2mg/L debido a que el HPLC es mas sensible
y por ende trabaja con concentraciones mucho menores al equipo de Gases. Por otro lado, estd el limite de
cuantificacién que para el método GC se obtiene 651,65mg/L y para el método por HPLC se obtuvo una
concentracién de 5,49mg/L estas son las dos concentraciones minimas en las cuales se puede cuantificar las
muestras con precision y exactitud aceptables.

CUADRO 6
Resultados del limite de deteccidn y cuantificacion en ambos métodos
GC HPLC
[tem Concentracion ~ Concentracion
(mg/L) (mg/L)
Promedio del Blanco 502,06 0,79
DS muestras enriquecidas 0,36 0.47
Limite de Deteccion 503,13 3.2
Limite de Cuantificacion 651,65 5,49

Repetibilidad (Precisiéon): Con respecto a la precisién de los métodos (Cuadro 7) se puede observar que
los resultados para la repetibilidad de ambos métodos cumplen con el criterio de aceptacién establecido por
el reglamento de validacién de métodos analiticos, siendo todos menores al 2% del coeficiente de variacion,
lo cual indica que el grado de concordancia entre los resultados de mediciones de las muestras sucesivas es
aceptable.

CUADRO 7
Resultados de repetibilidad en las validaciones de ambos métodos
GC HPLC
Medicién Miwel INivel Miwel INiwvel MNivel Mivel
00% 100% 110% 00% 100%% 110%
(mgl) (mgl) (mgl) (mgl) (mgl) (mgl)
1 32531,64 3696,57 413156 67,17 79,87 93,16
2 3320,59 3706,17 413443 47,00 79,92 83,12
3 3353,08 372546 413820 466,68 79,01 93,04
4 334721 3697.00 413891 4&7.04 79,37 93,25
5 3345,63 3716,56 413649 66,72 7942 93,01
i 3301,71 371633 4133,72 47,11 79,80 83,19

Promedio 3316,64 370970 4135,55 466,97 79,73 93,13

DERY 1,39 0,32 0,07 0,32 0,33 0,10
Cumplef

Mo Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
cumnple

Cnterio de aceptacion: %CV= 2%
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Precision intermedia: En este pardmetro segin se muestra en el cuadro 8, en el método por GC se
analizaron las mismas muestras de clorotalonil para determinar el porcentaje de ingrediente activo en dos
diferentes equipos de cromatografia de gases que cuenta el laboratorio, con las mismas condiciones de analisis,
solo se vari6 el equipo, ademds las lecturas se realizaron el mismo dia, mismo analista y de forma simultanea.
De esta forma se puede notar que en ambos equipos los resultados no presentan diferencias significativas, los
dos cuentan con una buena precisién debido a que los valores no superan el criterio de aceptacién establecido
para este parametro. Sin embargo, de acuerdo a la prueba F realizada se determina que el equipo de marca
Shimadzu es mas preciso que el equipo de marca Agilent.

CUADRO 8
Medicién de precision intermedia para el método GC por cambio de equipo
GC SHIMADZU y=116,42x - 68865 GC AGILENT y=0,3955x + 23,157
A A
Medicign & —0:9976 R™=0,0080
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 (% NMuestra | Muestra 2 Muestra 3
(YelA£0,1)  (%6lA£0,1) [Ax0,1) (%6lA£0,3) (%lA£0,3)  (%61A+0.3)
1 72,63 71,05 72,37 70,81 71,55 73,07
2 72,47 71,13 72,27 72,00 71,18 72,03
3 72,00 71,03 72,17 72,64 71,69 73,00
Promedio 71,91 72,12
DS 0,65 0,86
DSE% 0,91 1,19
Cumple/ Cumple Cumple

Mo cumple
Criterio de aceptacion: %CV= 2%

I-Iu:c:2 1=02 1 Estadistico F=043 F =443

teorico

Por otro lado, para el método por HPLC (Cuadro 9), se realizé cambio de analista, preparando por
separado las mismas muestras. Se puede observar que los resultados para ambos analistas cumplen con
el criterio de aceptacién, siendo menores al 2% de coeficiente de variacién y del mismo modo se puede
determinar que la variacién entre los resultados de los analistas no es significativa, sin embargo el analista dos
es més preciso que el analista uno de acuerdo a la prueba F realizada. Por lo tanto, se puede considerar que la
precision y la reproducibilidad para ambos métodos son aceptables.
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CUADRO 9
Medicién de precision intermediaria para el método HPLC por cambio de analista

2
Anali 7 = 2 “=
Analista 1 y=11642% - 68865 R-=0,0076 sta 2y=0,3955% + 23,157 R =0,

Medicién 9089
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 (% Muestra | Muestra 2 Muestra 3
(%lAx0,1)  (%61A£0,17 [A+0,1) (YalA=0,3) (%lA+0.3)  (%lAx0,3)
1 72,36 72,67 73,12 72,40 72,80 73.01
2 72,90 73,28 71,08 72,53 71,01 73.06
3 72,45 72,30 73.04 72,34 71,75 73,11
Promedio 72,69 72,61
DS 0,33 0,45
D5SRY% 0.45 0,42
Curmple/ Cumyple Cumple

Mo cumple
Criterio de aceptacion: %CV= 2%

ancz 1=c:2 | Estadistico F=7,367 F .. =4433

tearico

Robustez: Esta prueba se realizé a ocho muestras de clorotalonil analizadas en dos momentos distintos,
donde el dia uno equivale al primer dia en que se prepararon las muestras, y el dia tres equivale a tres dias
posteriores a la preparacion de las muestras. Esto se hizo con el fin de medir las variaciones que presentan
las muestras en los resultados de sus andlisis con respecto al tiempo, temperatura, luz y todos los factores
ambientales que puedan presentarse dentro del laboratorio. Como se puede observar (Cuadro 10) todas las
muestras tienden a presentar un comportamiento similar, en el cual su nivel de concentracién es mas bajo
en su segunda mediciéon comparandolos con los resultados de la primera medicién, lo cual indica que las
muestras preparadas se van descomponiendo durante el transcurso del tiempo. El método HPLC es el que
presenta una mayor variedad, sin embargo, se encuentra dentro del criterio de aceptacion, el cual debe ser
menor a 3%; y el método GC también cumple con este criterio.

CUADRO 10
Resultados de la prueba de robustez para la validacion de los dos métodos

Porcentajes Ingrediente Activo

Muestras Mﬁada GC Mﬂudu HPLC
?Aliﬂlg?j Dia 3 (%IA+0,1) ?;a L Gelaxd, Dia 3 (%[A+0,3)
1 72,85 71,92 12,11 70,59
2 1247 71,58 72,08 49,08
3 72,03 71,02 72,44 70,85
4 72,20 71,27 12,57 70,01
5 72,12 71,19 72,24 70,66
6 71,73 70,90 72,32 70,26
7 72,06 71,18 72,28 70,47
8 73.02 72,08 72,83 70,98
% Variacion  1,28% 2,48%
Cumple/No Cumple Cumple
cumple

Criterio de aceptacion: el porcentaje de Variacion debe ser < 3%
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Veracidad: De acuerdo con los datos obtenidos para la veracidad tanto del método GC (Cuadro 11) como
del método HPLC (Cuadro 12), se logra determinar que la muestra en ambos métodos de comporta de
forma muy similar, sin importar los niveles a los que se prepara la muestra los resultados son muy acordes a
los resultados esperados, por lo que todos los niveles se encuentran dentro del rango de criterio de aceptacién
el cual es 97-103%, lo cual da senal que los métodos presentan una buena exactitud. Sin embargo, también
se puede notar que para el método GC, los niveles de recuperacién son mayores a 100, lo cual indica que los
valores obtenidos tienden a ser mayores a los esperados y en el método HPLC los valores obtenidos suelen ser
menores a los esperados (Ministerio de Industria, Turismo y Comercio, 2018) pero siguen estando dentro
del rango aceptado.

Del mismo modo, de acuerdo con la correlacién entre el contenido medido y el porcentaje enriquecido, las
muestras presentan un buen comportamiento lineal, ya que en ambos métodos el R* de la curva son mayores
20,995 que es el valor minimo aceptado.

CUADRO 11

Resultados de veracidad por GC

CUADRO 11
Resultados de veracidad por GC

Contenido Contenido

biad :;:iquecidn R L :ecup ETacion
(mg/L) (mg/L)

1 90,61 3262 3301,8 101,2

2 100,18 3606 37094 102,8

3 110,73 4015 41347 102,9

4 121,84 4418 45384 102,7

5 131,49 4786 48549 1014

Criterio de aceptacion: %Recuperacion =97% y <103%

CUADRO 12
Resultados de veracidad por HPLC
Mivel % Enriquecido Contenido Contenido % Recuperacian
tedrico (mg/L) medido (mg/L)
1 92,13 67,06 66,53 99,89
2 13,37 81,56 73,89 97,9
3 179,85 93,49 93,11 99,59
4 145,38 104,66 103,26 23,66
5 160,44 115,52 112,74 97,59

Criterio de aceptacion: %Recuperacion 297% y =103%

Sesgo: Al igual que en la veracidad, se determiné el porcentaje de recuperacién de las muestras, en
comparacién con una muestra estandar con concentracién determinada (72,205% de clorotalonil). Se puede
notar en el cuadro 13, que ambos métodos cumplen con el criterio de aceptacion, debido a que todos los
valores obtenidos estdn dentro del rango 97-103%, y la diferencia relativa con respecto al valor verdadero es
mucho menor al 10% en todos los casos. Sin embargo, se puede ver que también en esta prueba el método
GC tiene un comportamiento que conlleva a resultados ligeramente mds altos a los esperados y el método
HPLC a valores mis bajos que los esperados.

CUADRO 13

Resultados de exactitud en ambos métodos
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CUADRO 13
Resultados de exactitud en ambos métodos

GC HFLC
Réglica Muestra  Muestra  Nuestra  Muestra Mhuestra  Wuestra

1 (% 2 (% 3 (% 1 (% 2(% 3 (%

[A+0,1)  LA+0,1y  [A+0,1) LA+0.3) [A+0,3) [A+0.3)
1 72,18 72,61 7341 71,75 70,14 71,37
2 72,11 72,80 73,46 71,66 70,18 71,34
3 72,82 73,18 73,53 71,23 70,17 71,28
Promedio 72,37 72,86 7347 71,54 70,16 71,33
Cn Tedrica 72,205 72,205 72,205 72,205 72,205 72,205
Sesgo (= 10%) 0,23 0,91 1,75 0,92 2,83 1,21
YoRecuperacion 100,23 100,91 101,75 00,08 07,2 08,79
S:']:?ll;l:j Mo Cumple  Cumple  Cumple  Cumple  Cumple  Cumple

Criterio de Aceptacion 97-103%

Comparacion de métodos: Para este caso se tienen dos medias muestrales, tomando como hipétesis nula
que los dos métodos proporcionan el mismo resultado, es decir Ho:pi=, se necesita probar si (X;-X,) difiere
significativamente de cero. Tenemos 10 grados de libertad, por lo tanto el valor critico para un valor de
confianza de 95% es de t3=2,22. Puesto que el valor experimental de t (0,823) es menor que el critico, quiere
decir que no se rechaza la hipdtesis nula, por lo tanto la diferencia entre los resultados de los dos métodos
(Cuadro 14) no difieren significativamente entre si (Miller & Miller, 2002).

CUADRO 14
Comparacién de métodos GC vrs HPLC con muestras reales de clorotaloni

GC HFLC

Muestra Concentracion %  Concentracion %o
1A 0,1 IA +0,3

1 72,37 72,09

2 72,71 72,64

3 72,26 72,10

4 72,69 72,55

5 72,22 72,18

] 72,75 72,69

Promedio 72,5 72,38

D5 0,24 0,28

DER% 0,34 0,30

En cuanto al costo del andlisis, el solvente utilizado en el método GC (Acetona) es mucho mds barato
que el utilizado en el método HPLC (Acetonitrilo), los tiempos de preparacion de las muestras son muy
parecidos en ambos métodos, y en cuanto al tiempo de analisis en el equipo, los dos duran alrededor de Smin
cada muestra.
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