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Resumen

En el &mbito del control de doping es importante poder detectar y cuantificar con un
nivel de confianza adecuado los compuestos incluidos en la lista de sustancias
prohibidas de la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) que tienen definida una
concentracion de corte. Para la efedrina se ha establecido que una concentracion
superior a 10 ug/ml en orina se considera con resultado analitico adverso, por lo que es
necesario tener una metodologia analitica validada para su deteccion y cuantificacion.

La efedrina es una amina simpaticomimética, con accion estimulante sobre el sistema
nervioso central, el sistema cardiovascular y el sistema respiratorio. Se excreta
principalmente en forma inalterada en la orina dentro de las 24 horas siguientes a su

administracion.

Las plantas de la especie Ephedra son la principal fuente natural de efedrina, de éstas
la mas conocida es el Ma Huang (Ephedra Sinica). A partir de extractos de Ephedra se
elaboran suplementos alimenticios que son comercializados principalmente como
supresores del apetito y como estimulantes para mejorar el desempefio de los

deportistas.

En este trabajo se presentan los resultados de la validacion de una metodologia para la
deteccion y cuantificacion de efedrina en la matriz bioldgica orina por cromatografia

liquida de alta eficiencia (HPLC).

La metodologia analitica desarrollada comprende la utilizacion de un detector de
longitud de onda variable, una columna de fase reversa y como fase mévil una mezcla
de tampon fosfato y metanol. Previo al analisis, las muestras son sometidas a una
extraccion liquido-liquido con solvente organico, para obtener un extracto lo

suficientemente limpio que pueda ser analizado sin interferencias de la matriz orina.

Para la validacion de la metodologia se realizaron pruebas de especificidad, linealidad,
precision, recuperacion de la extraccion, limite de deteccion, limite de cuantificacion,

estabilidad y la determinacién de la incertidumbre de la medicién.



Abstract

Within the doping control area, it is important to be able to detect and quantify the
compounds included in the prohibited list of the World Anti-Doping Agency (WADA) that
have a defined threshold concentration, with a suitable confidence level. In the case of
ephedrine, it has been established that a concentration over 10 pg/ml in the urine is
considered adverse analytical findings; therefore it is necessary to have a valid
analytical methodology for its detection and quantification.

The ephedrine is a sympathomimetic amine, with stimulating action on the nervous
central system, the cardiovascular system and the respiratory system. It is excreted

mainly in unchanged form in the urine within the 24 hours following its administration.

The plants of the Ephedra species are the main natural source of ephedrine; the most
well-known of them is the Ma Huang (Ephedra Sinica). Dietary supplements elaborated
from extracts of Ephedra are commercialized mainly as appetite suppressors and as
stimulants to improve the performance of the athletes.

In the present work, the results of the validation of a methodology for the detection and
quantification of ephedrine in the biologic matrix urine by high-performance liquid
chromatography (HPLC) are presented.

The analytical methodology developed includes the use of a variable wavelength
detector, a reverse phase column and a mixture of phosphate buffer and methanol as
mobile phase. Previous to their analysis, the samples are processed through a liquid-
liquid extraction with organic solvent to obtain a suitable clean extract that can be

analyzed without interferences of the urine matrix.

For the validation of the methodology tests of specificity, linearity, precision, recovery of
the extraction, detection limit, quantification limit, stability, and the determination of the
uncertainty of measurement, were performed.
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|. Introduccion

La efedrina es una amina simpaticomimética que tiene una pronunciada accion
periférica y una conocida propiedad estimulante del sistema nervioso central, por lo
cual esta incluida en la lista de sustancias prohibidas, como estimulante, de la Agencia
Mundial Antidopaje (WADA) (1).

La efedrina es un agonista tanto a como [Fadrenérgico, incrementa la descarga de
noradrenalina desde las neuronas simpaticas. Estimula la frecuencia y el gasto
cardiacos y aumenta de manera variable la resistencia vascular periférica, por lo que
suele elevar la presién arterial, fomenta la broncodilatacion y es un estimulante potente
del sistema nervioso central 2). Entre sus efectos adversos, los principales sistemas
afectados son el cardiovascular y el neuroldgico. Los efectos cardiovasculares
adversos incluyen hipertension arterial, arritmias cardiacas, ataques e infartos al
miocardio. Los efectos adversos neurologicos incluyen cefalea, ansiedad, temblores,
insomnio, irritabilidad e incluso manifestaciones psicéticas, ademas, y al igual que otros

estimulantes, su uso reiterado puede producir dependencia (3).

La efedrina sufre metabolizacion hepéatica a través de una N-demetilacion,
transformandose en fenilpropanolamina (norefedrina) y una deaminacién oxidativa
seguida de conjugacion. El 90% de la dosis de efedrina se excreta en la orina en las 24
horas siguientes a su administracion, entre el 55% y el 75% de ésta se excreta en
forma inalterada, 8% a 20% se excreta como norefedrina 'y 4 a 13% se excreta como
metabolitos deaminados (4). La excrecion de la efedrina es dependiente del pH
urinario, aumentando su eliminacion con la acidificacién de la orina. La alcalinizacion
de la orina produce una disminucion de la eliminacion de efedrina (22-35%) y aumenta

la eliminacion de norefedrina (11-24%) (5).



La concentracion plasmatica maxima se alcanza a las 2,4 horas, con un modelo de 1
compartimiento y una cinética de primer orden. La vida media de eliminacion tiene un

rango de 4,5 a 8 horas y el volumen de distribucion es de 2,6 —3,1 L/kg (5, 6).

La efedrina esta presente en plantas de la especie Ephedra, de las cuales la mas
conocida comercialmente es la hierba china Ma Huang (Ephedra Sinica), en la que la
efedrina se encuentra en concentraciones promedio de 1% (5). Las plantas de la
especie Ephedra contienen, en diferentes concentraciones, un grupo de alcaloides
fuertemente relacionados, muy similares estructuralmente, llamados efedrinas, entre
los que se incluyen (-)-efedrina, (+)-pseudoefedrina, (*)-norefedrina,
(+)-norpseudoefedrina (catina) y (-)-N-metilefedrina. Todas las efedrinas son
vasoactivas y pueden afectar en diferentes grados al sistema cardiovascular,
respiratorio y central (7).

La administracion de alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA) prohibid en
diciembre del 2003 la comercializacion de todos los suplementos dietéticos que
contuvieran la planta medicinal Ephedra, debido a las reacciones adversas,
principalmente problemas cardiacos, que han sufrido varios consumidores de este
suplemento dietético, ademas de algunas muertes asociadas a su consumo.

Las efedrinas, tanto de origen natural como sintéticas, se ofrecen en el mercado
farmacéutico como broncodilatadores en medicamentos coadyuvantes en el
tratamiento del asma, como descongestionante nasal para la sinusitis y rinitis, como
supresores del apetito para la pérdida de peso y como energizantes para incrementar
el desempefio de los deportistas. Contienen entre 8 y 24 mg de efedrina por dosis y se

pueden adquirir sin una receta medica (5, 8).

La accién de la efedrina deseada por los atletas incluye incremento de los estados de
“alerta” y de la “energia”’, ayuda en la pérdida de peso y el aumento del desempefio
atlético. Dado que la efedrina es un estimulante, inhibe la sensacion de fatiga que
opera como una sefial fisioldgica que advierte al atleta que ha alcanzado el limite de
sus capacidades naturales y que debe detenerse, aqui entran en accion los

psicofarmacos estimulantes (anfetamina o amina simpaticomimética) que anulan esta



sefial, como resultado el individuo puede exceder sus limites fisiol6gicos con todos los
riesgos que ello involucra (3).

La efedrina y sus similares son frecuentemente detectadas en la orina de los
deportistas y constituyen el ejemplo mas caracteristico del grupo estimulantes de las
aminas simpaticomimeéticas, con una variedad de efectos adversos que llevaron a las
autoridades deportivas a establecer concentraciones limites sobre las cuales se
considera que existe un resultado analitico adverso (9, 10).

La efedrina, pseudoefedrina, norpseudoefedrina y norefedrina se encuentran en bajas
dosis en preparados contra el resfrio, rinitis alérgica, etc. Por lo general estos
medicamentos no necesitan prescripcion médica, por lo que el Comité Olimpico
Internacional (COI) recomienda que sélo se usen una vez que se haya constatado con

un farmaceéutico o un médico que no contiene sustancias prohibidas.

La comision médica del COIl incluyé la efedrina en la lista de sustancias prohibidas en
1990, con sus isémeros oOpticos D- y L-. Actualmente, los limites de concentracion en
orina establecidos por la WADA para considerar una muestra con resultado analitico
adverso son: 10 pg/ml para efedrina y metilefedrina, y 5 pg/ml para norpseudoefedrina
(catina) (1, 11).

Se han publicado varios métodos para la cuantificacion de efedrina en orina, la técnica
mas usada es la cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masa
(CG/MS). Esta técnica requiere una derivatizacion selectiva previa para mejorar la
resolucion y la sensibilidad del método, pero la reproducibilidad obtenida no siempre es
suficiente porque se puede obtener mas de una sefial a partir de un mismo compuesto
(10, 12). Tambiéen se han descrito otras técnicas analiticas dentro las que se incluyen
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), electroforesis capilar y cromatografia
liguida acoplada a espectroscopia de masa (13).

Es deseable tener un método de cromatografia liquida que pueda cuantificar precisa y
exactamente efedrina en orina. Las efedrinas tienen una estructura quimica similar, son

aminas hidrofilicas con grupos funcionales polares, por lo cual su determinacion



requiere de una columna de fase reversa con una baja actividad de silanoles y una
fase movil con una elevada fuerza ionica (11, 14).

El propdsito de este trabajo fue establecer y validar un método analitico sensible,
rapido, reproducible y lo suficientemente exacto para detectar y cuantificar efedrina en
orina, usando cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de absorbancia
ultravioleta, para ser aplicado en el campo del control de doping. La validacion del
método contempla las pruebas de especificidad, precision, limite de deteccién, limite
de cuantificacion, porcentaje de recuperacion de la extraccion, estabilidad y la

determinacion de la incertidumbre.



ll. Materiales y Métodos

[I.LA. Materiales
.A.1. Estandares de referencia

II.LA.l.a. Sustanciaen estudio
Efedrina

OH

ZT

CHs

CH4

Numero CAS: 299-42-3

Nombre IUPAC: (1R,2S)-2-(metilamino)-1-fenilpropan-1-ol (15)
Formula Global: C1oH15NO (16)

Peso Molecular: 165,23 g/mol (16)

Constante de disociacion: pKa 9,6 (25° C) (4)

Origen Principio Activo: Alltech

Pureza: 99.0%



ILA.1.b. Estandarinterno

Etilefrina

OH
H
HO\©)\/N\/CH3

Numero CAS: 709-55-7

Nombre IUPAC: 3-((S)-2-(etilamino)-1-hidroxietil)fenol. (15)
Formula Global: C1,Hi5sNO, (16)

Peso Molecular: 181,23 g/mol (16)

Constate de disociacion: pKa 9,0; 10,2 (25° C) (4)

Origen: Alltech

II.LA.l.c. Otros estandares

Fenilpropanolamina (dl-norefedrina)

OH

NH,,

CHs;

Numero CAS: 14838-15-4
Nombre IUPAC: (1RS, 2SR)-2-amino-1-fenilpropan-1-ol. (15)
Férmula Global: CoH;3NO (16)

Peso Molecular: 151,21 g/mol (16)



Constante de disociacion: pKa 9,4 (20° C) (4)

Origen: Alltech

N-metilefedrina

OH CHjs

CHs

Numero CAS: 552-79-4

Nombre IUPAC: (1R,2S)-2-dimetilamino-1-fenilpropan-1-ol. (15)
Formula Global: Cy;H;7NO (16)

Peso Molecular: 179,26 g/mol (16)

Constante de disociacion: pKa 9,3 (25° C) (4)

Origen: Alltech

Norpseudoefedrina (catina)

OH
1
1

NH,

CH,4
Numero CAS: 492-39-7
Nombre IUPAC: (1S, 2S)-2-amino-1-fenilpropan-1-ol. (15)

Formula Global: CoH;3NO (16)



Peso Molecular: 151,21 g/mol (16)
Constante de disociacion: pKa 9,4 (20° C) (4)

Origen: Alltech

Pseudoefedrina

-0
I
ZT

CH;

CH,;

Numero CAS: 90-82-4

Nombre IUPAC: (1S,2S)-2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol. (15)

Formula Global: C1,Hi5sNO (16)
Peso Molecular: 165,23 g/mol (16)
Constante de disociacion: pKa 9,8 (4)

Origen: Alltech

1.A.2. Reactivos

Agua grado cromatogréfico
Metanol grado cromatogréfico
Fosfato de potasio monobasico p.a.
Acido fosférico p.a.

Terbutil metiléter grado cromatogréfico

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(JT Baker)

(Merck)



Carbonato de potasio p.a. (Merck)

Sulfato de sodio anhidro p.a. (Merck)

IILA.3. Soluciones estandares y de control

Solucion estandar de efedrina 1000 ppm en metanol

Solucion estandar de etilefrina (estandar interno) 1000 ppm en metanol

[I.LA.4. Soluciones de trabajo

Solucion de carbonato de potasio 25 % p/v

Solucion tampon fosfato 50 mM pH 4

IILA.5. Equipo

Cromatografo liquido de alta eficiencia Hewlett Packard serie 1050, modelo G130 3A,
bomba cuaternaria serie HP1050, detector de longitud de onda variable serie HP1050,
inyector manual Rheodyne Modelo 7125 con loop de 20 pl, acoplado a un computador
con HP Chemstation for LC, Rev. A.06.01 [403]

ILA.6. Instrumental de uso general

- Medidor de pH HANNA Instruments, modelo pH 210 Microprocesador-basul
pH/mV/°C Meters

- Agitador magnético Quimis
- Vortex Heidolph
- Balanza analitica, OHAUS analytical plus

- Balanza granataria Adam QT-200



- Micropipetas automéaticas de volumen variable capacidad entre 10 y 1000 pl
- Centrifuga Wifug
- Agitador mecanico, Arthur Thomas CO.
- Equipo de filtracion por vacio:
- Matraz Kitasato
- Embudo

- Filtro de 0,45 um de tamafo de poro

ILA.7. Otros

- Jeringa de inyeccién para HPLC 100 ul (Hamilton)
- Nitrégeno extra puro

- Papelfiltro 0,45 pm

- Papel indicador de pH, colorpHast® 0-14

- Material de vidrio volumétrico clase A.

- Tubos de ensayo con tapa esmerilada

- Tubos de centrifuga desechables de 16 x 100 mm

- Pipetas Pasteur con bulbo gotario

[I.B. Métodos

I.LB.1. Preparacion de las soluciones estandares

Solucién estadndar de efedrina 1000 ppm: Pesar 5 mg de efedrina en balanza analitica,

disolver en matraz volumétrico de 5 ml con metanol grado cromatogréafico. Preparar y

usar de inmediato.
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Solucién estandar interno de etilefrina 1000 ppm: Pesar 5 mg de etilefrina en balanza

analitica, disolver en matraz volumétrico de 5 ml con metanol grado cromatografico.

I.LB.2. Preparacion de soluciones de trabajo

Solucion de carbonato de potasio 25% p/v: pesar 25 g de carbonato de potasio en

balanza granataria y disolver en agua grado HPLC, llevar a 100 ml.

Solucién tampén fosfato 50 mM pH 4: Pesar 6,70 g de fosfato de potasio monobésico

en balanza granataria y disolver en aproximadamente 200 ml de agua grado HPLC,
ajustar a pH 4 con &cido fosforico usando medidor de pH, llevar a 1000 ml con agua.

I.LB.3. Preparacion de la fase movil

A 950 ml de la solucion tampon fosfato 50 mM pH 4 agregar 50 ml de metanol grado
cromatografico. Filtrar.

I.LB.4. Preparacion de las muestras de referencia en orina negativa

A 2 ml de orina negativa, que previamente ha sido certificada por CG/MS, agregar con
jeringa volumétrica el volumen correspondiente de la solucion estandar de efedrina de
1000 ppm (Tabla 1), para obtener la concentracion deseada de efedrina en la orina.
Agitar cada tubo en el vortex para homogenizar las muestras.

Tabla 1: Volumen a agregar de solucion estandar a 2 ml de orina negativa para

preparar las muestras de referencia.

Concentracion Volumen

10 pg/ml 20 pl
17 pg/mi 34 ul
25 pg/mi 50 pl

11



[1.B.5. Extraccion de las muestras

Medir una alicuota de 2 ml de las muestras de orina con micropipeta automatica de
1000 ply colocarla en tubos de ensayos.

Agregar 20 pl de solucion de etilefrina 1000 ppm (estdndar interno) con jeringa

volumétrica. Homogenizar agitando en el vortex.

Ajustar las muestras a pH 12 con una solucién de carbonato de potasio 25 % p/v

(200 a 300 pb, verificando el pH con papel indicador.

Agregar a cada uno de los tubos una punta de espéatula (aproximadamente 1 g) de

sulfato de sodio anhidro y agitar en el vortex.

Agregar a cada tubo 3 ml de terbutil metiléter, tapar los tubos esmerilados y agitar

por 10 minutos en agitador mecanico.
Centrifugar por 6 minutos para separar la fase organica de la fase acuosa.

Separar la fase organica utilizando una pipeta Pasteur con bulbo gotario y filtrar a
través de sulfato de sodio anhidro en papel filtro plegado a un tubo de centrifuga.
La fase acuosa se descarta.

Evaporar el solvente organico a sequedad bajo corriente de nitrdgeno a
temperatura ambiente (20 a 25° C).

Disolver el extracto seco agregando 100 ul de fase movil y agitar en vortex. Inyectar
20 ul en el cromatégrafo para el andlisis.
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lll. Validacion de la Metodologia Analitica

lILA. Condiciones de trabajo

1. Columna: LichroCART®, largo 12,5 cm, didmetro 4 mm, tamafio de particula 5 pm;
precolumna Merck LichroCART® 4-4.

2. Detector UV ?=215 nm.

3. Flujo: 2 ml/ min.

4. Temperatura: 40° C.

5. Fase movil: Tampoén fosfato 50 mM pH 4 / metanol (95/5).

6. Volumen de inyeccién: 20 pl.

111.B. Obtencidn del tiempo de retencion

Se prepararon muestras de concentracion baja, media y alta (10, 17 y 25 pg/ml) de
efedrina y de 10 pg/ml de etilefrina, en triplicado. Se analizaron en forma independiente
cada una de las concentraciones para identificar los tiempos de retencién y observar la

influencia de la concentracion en el tiempo, area, y altura de los picos cromatograficos.

[1I.C. Selectividad

La selectividad o especificidad de un método analitico puede evidenciarse mostrando
en los cromatogramas que los compuestos de interés estdn separados de su
metabolito principal y de farmacos co-administrados y que al menos tres fuentes
diferentes de fluidos biolégicos estan libres de interferencia de picos enddgenos a los

tiempos de retencion del compuesto de interés (17).
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Para demostrar la selectividad del método, se utilizaron 3 orinas negativas distintas
previamente certificadas por CG/MS. A cada una de las orinas se les adicion6 efedrina
en concentracion de 10 pg/ml, se analizaron utilizando como blanco las respectivas
orinas negativas. De esta forma se demostr6 que los componentes de la matriz

bioldgica orina no interfieren con la determinacion de la efedrina.

También fue necesario demostrar que el método es capaz de diferenciar la efedrina de
las otras efedrinas que pueden ser coadministradas ya que habitualmente es posible
encontrarlas juntas en diversas formulaciones. Para esto se analizé una solucién de
efedrina con norefedrina, norpseudoefedrina, pseudoefedrina, metilefedrina y etilefrina

de concentracion 100 pg/ml para cada uno.

lIl.D. Linealidad y rango lineal

La linealidad de un método analitico es la capacidad de que el resultado del analisis
sea, directamente o por una transformacion matematica bien definida, proporcional a la
concentracion del analito en las muestras en un rango dado, define la habilidad del

método de obtener una respuesta proporcional a la concentracion del analito. (18, 19)

Se prepar6 una curva estandar en duplicado en el rango entre 1 y 40 pg/ml, se evalud
linealidad y se seleccion0 el rango en que la curva es lineal. La linealidad se evaluo
finalmente con una curva de calibracion en duplicado de siete niveles en un rango de 5
a 28 uyg/ml (5, 7, 10, 15, 20, 24 y 28 ug/ml) en orina negativa, utilizando el método de
cuantificacion de estandar interno (etilefrina 10 pg/ml). Se determiné la curva de
regresion sobre los puntos individuales por el método de los minimos cuadrados y se

evaluaron los estimados de regresion en el intervalo de confianza de un 95%.

El método de los minimos cuadrados entrega la pendiente y el intercepto de la
Ecuacion 1, y permite realizar tests estadisticos de analisis de varianza y andlisis de
correlacion.

14



Y=b" X+a Ecuacion 1

Donde:
Y: variable dependiente (relacion entre las areas de efedrina y estandar interno),
X: variable independiente (relacion entre las concentraciones de los mismos),
b: pendiente
a. intercepto.

Pendiente (b), se evalué como parametro de la sensibilidad del método. El limite de

confianza para la pendiente se calculd en funcién de su varianza S,

I 52 Ecuacion 2
S, = s
o 2
X
\/é X2 _ (a )
n
o [o] [¢] Iy
<2 o a Y2 . ag Y- bg XY Ecuacion 3
Y n-2
Intervalo de confianza deb=b+t" S, Ecuacion 4

Intercepto (a), se determiné para evaluar la proporcionalidad de la funcién analitica, es
decir, que la recta pase por el origen. El intervalo de confianza se evalu6 en funcion de
la varianza S,.
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2 %2 Ecuacion 5

Intervalo de confianza dea=a+t" S, Ecuacion 6

Analisis de varianza, para evaluar la validez de la linealidad del método se realiz6 un

andlisis de varianza (ANOVA), mediante el calculo de tres términos de sumas de los
cuadrados, suma de los cuadrados total (SSto), SUma de los cuadrados regresion
(SSiegresion) Y Suma de los cuadrados residual (SSyesiaua)- (20)

(é Y)2 Ecuacién 7

o
SSTotal = a Y?- n

[(é. xv)- (& x4 Y/n)]2 Ecuacion 8
SSRegresic’)n = o 5 ° >
ax - (a X) /n

SSresidual =SSTo’[al - SSregresién Ecuacion 9
E= SShegresion Ecuacion 10
SS

residual

El valor de F calculado se comparé con un valor de F critico obtenido de la tabla de
distribucion de F, considerando los grados de libertad asociados con la regresion y con

el residual y un nivel de confianza de 95%.
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Andlisis de correlacion, para evaluar el ajuste al modelo lineal propuesto (Ecuacién 1)

se utilizé el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r’), éstos

son usados para estimar la calidad de la correlacién entre las variables X e Y.

Para examinar la relevancia estadistica del coeficiente de correlacion como indicador
del modelo lineal, se calculo el test estadistico t (Ecuacion 11) con n — 2 grados de
libertad y se compar6 con el valor t tabulado para el nivel de confianza requerido. En
este caso la hipétesis nula es la no-correlaciéon entre X e Y. (20)

r” fh-2 Ecuacion 11

l1.E. Precision

La precision es una medida del grado de reproducibilidad del método analitico bajo
circunstancias de operacion normales (19). La precisiéon se analizé matematicamente
como la desviacion estandar relativa (RSD) en estudios intradia e interdia. Para ambos
casos, los limites de aceptacion fueron obtenidos a partir de la férmula empirica de
Horwitz, Ecuacion 12, que relaciona el RSD de un método dado con la concentracion
del analito en la muestra. (21)

RSD% = 2(1- 0,5l09C) Ecuacion 12

Donde C es la concentracién expresada en potencia de 10.

Ademas para ambos estudios se calcul6 el error relativo, lo que da una estimacion de
la exactitud del método.

II.LE.1. Estudio interdia

Se prepard una curva de calibracién de seis puntos entre 5y 28 pg/mly dos sets de

controles de concentracion baja, media y alta (10, 17 y 25 pg/ml), agregando a la orina
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negativa soluciones estandar o de control segin sea el caso. Esto se realizé durante
cinco dias consecutivos. Cada dia se analizaron cromatograficamente los diferentes

niveles de la curva de calibracion y los dos sets de controles. (17)

II.LE.2. Estudio intradia

Al igual que en el estudio interdia se prepard una curva de calibracion y seis sets de
controles de concentracion baja media y alta (10, 17 y 25 pg/ml), agregando a la orina
negativa soluciones estandar o de control segin sea el caso. La curva y los seis sets
de controles se analizaron en el mismo dia. (17)

lIl.F. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

El limite de deteccion es la menor concentracion de analito en una muestra que puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
experimentales establecidas. El limite de cuantificacion es la menor concentracion del
analito en una muestra que puede ser determinada con una precision y exactitud

aceptable bajo las condiciones experimentales establecidas (18, 19)

Para calcular el limite de deteccion y el limite de cuantificacion se utilizaron 4 puntos de
la parte inferior de la curva de calibracién (concentraciéon 5, 6, 7 y 8 pg/ml en orina), se
analiz6 cada uno de los niveles por triplicado, obteniéndose una nueva curva de
calibracion, se extrapol6 la respuesta a concentracion cero obteniéndose un estimado
de la respuesta del blanco Y,. Ademas, se determind la desviacion estandar
correspondiente a cada concentracion, se calculd la recta correspondiente a cada
concentracion versus la desviacion estandar y se extrapold la desviacion estandar a
concentracion cero obteniéndose el estimado S;, correspondiente a la desviacién
estandar del blanco (21).

Se calculé el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) para n

medidas individuales como:
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_Yy+t3°S, . 1 Ecuacién 13

LOD -
Jn
LOQ = Yu+10°S, . 1 Ecuacion 14
b Jn
Donde:

Yy,: estimado de la respuesta del blanco
Spi: estimado de la desviacion estandar del blanco
b: pendiente de curva de calibracion de todo el rango de trabajo

n: medidas individuales, n =1

l11.G. Recuperacion de la extraccion

Recuperacion de la extraccion es la cantidad del compuesto de interés analizado
expresado como porcentaje de la cantidad teGricamente presente en el medio, es decir,

la relacion porcentual entre una muestra extraida con una muestra no-extraida.

Se prepararon por triplicado muestras de concentracion baja, media y alta de efedrina
(10, 17 y 25 pg/ml) extraidas y tres muestras para cada una de las mismas
concentraciones baja, media y alta no-extraidas. En las muestras no-extraidas se
realiz6 la extraccion a la orina negativa, y al final del proceso se agregaron los
volumenes correspondientes de efedrina y de estandar interno. Se calculé para cada
concentracion de efedrina asi como para el estandar interno, la relacion entre las areas

de las muestras extraidas y las no-extraidas. (17)
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lIl.H. Estabilidad

lll.LH.1. Estabilidad del efecto de ciclos de congelamiento

descongelamiento

Se prepararon 10 muestras con una concentracion de 10 pg/ml de efedrina, se
congelaron todos los tubos, cada dia, durante 5 dias consecutivos se descongelaron a
temperatura ambiente y se volvieron a congelar todos los tubos, separando
diariamente 2 tubos para su analisis, recongelando d resto. Cada dia se procesaron

las dos muestras junto a una curva estandar.

l1I.I. Incertidumbre

El término incertidumbre es utilizado para describir los resultados de la medicion y
consiste en una estimacion de los “limites de inexactitud”. La evaluacién de la
incertidumbre es necesaria para cerrar el vacio, o ignorancia, que existe entre un valor
medido y la cantidad verdadera asociada.

Para calcular la incertidumbre del método, se utilizé el procedimiento descrito en la

Guia Eurachem/Citac, el que comprende 4 pasos: (22)

Paso 1 Especificar el mensurando, escribir una definicion clara de lo que esta
siendo medido, incluyendo informacion especifica de la descripcion del método.

Paso 2 Identificar las fuentes de incertidumbre, hacer una lista de las posibles
fuentes de incertidumbre asociadas con el método. Esto se hace a través de un
diagrama de causa y efecto para identificar los efectos en el resultado, ademas de
simplificar y resolver duplicados. Se consideran las etapas del método y cualquier

otro factor que pueda aportar incertidumbre al resultado entregado.
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Paso 3: Cuantificar los componentes de la incertidumbre, medir o estimar la
magnitud de los componentes de la incertidumbre asociados con cada fuente
potencial de incertidumbre identificada. Se representa cada componente de
incertidumbre a través de un estimado de su desviacion estandar (incertidumbre
estandar, uj).

Paso 4: Calcular la incertidumbre combinada, que incluye el calculo de la

incertidumbre combinada estandar y de la incertidumbre expandida:

Incertidumbre combinada estandar (u;), combinar los componentes de
incertidumbre cuantificados anteriormente. La combinacion de estas estimaciones
se realiza usando el método de la “raiz cuadrada de la suma de cuadrados”. Para
un resultado (y) que es afectado por los pardmetros p, g,... donde cada parametro
tiene una incertidumbre u(p), u(q),... la incertidumbre de y, esta dada por:

Ecuacion 15
uc(y)=y'J w0, (@0

v b Eas

Donde:
y: resultado para el cual se esta cuantificando la incertidumbre

u(p), u(qg): incertidumbre estandar de parametros p, q, ... calculada en el paso 3

Incertidumbre expandida (U), es el intervalo alrededor del resultado de una
medicién, que se espera comprenda una gran parte de la distribucion de los valores
gue pueden atribuirse razonablemente al mensurando. La incertidumbre expandida
se calcula a partir de la incertidumbre estandar combinada y un factor de cobertura
k, usando la Ecuacién 16. La eleccién del factor de cobertura requiere conocer el

nivel de confianza.

Uly) =k " u.(y) Ecuacion 16
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V. Resultados y discusiones

IV.A. Desarrollo de la metodologia analitica

Se busco desarrollar un método rapido, sensible y exacto en cromatografia liquida,
capaz de separar efedrina de su metabolito principal y de los farmacos relacionados,
sin interferencias de la matriz. Para esto se evaluaron las condiciones cromatogréaficas

y las condiciones para la extraccion de las muestras.

A partir de la informacion obtenida en una revision bibliogréfica, se consideraron
diversas metodologias para la cuantificacion de efedrina por HPLC, las que incluian el
uso de una columna de fase reversa, con una fase moévil de elevada fuerza iénica, con

pH entre 3y 6, y una baja proporcién de solvente organico.

Se evaluaron distintas condiciones de fase mdvil, variando la concentracion del
tampon, el pH, la proporcion del solvente orgénico y el flujo. Se observé que al trabajar
con un tampon fosfato 50 mM ajustado a pH 4, con mezcla de metanol al 5% se
obtiene una adecuada separacion, fijando el flujo en 2 ml/min. La temperatura de
40° C, a la que se trabaj6 con la columna, permite la obtencion de picos méas definidos
con una disminucion de los tiempos de retencién y un angostamiento de las sefales
cromatograficas

Para definir el método de extraccion liquido/liquido, se evaluaron el pH de extraccion,
el solvente organico a utilizar y la temperatura de secado de las muestras, con el objeto
de obtener un extracto limpio, libre de interferentes de la matriz pero con una adecuada
recuperacion del analito y del estandar interno. Se opté por ajustar a pH 12 con
carbonato de potasio 25 % p/v y extraer con 3 ml de terbutil metiléter, secando las
muestras a temperatura ambiente (20 a 25° C).
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IV.B. Obtencidn del tiempo de retencion

Los resultados de los tiempos de retencion para las distintas concentraciones de
efedrina se presentan en la Tabla 2, y el resumen de los tiempos de retencion para las

nueve concentraciones de efedrina y etilefrina se presentan en la Tabla 3.

Tabla 2: Tiempos de retencion para distintas concentraciones de efedrina.

10 pg/ml 17 pg/ml 25 pg/mi

Tiempo de | 6,974 6,821 6,712
retencion 7,036 6,826 6,720
(minutos) | 6,973 6,814 | 6,736

Promedio | 6,994 6,820 6,723
s 0,036 0,006 0,012
RSD % 0,52 0,09 0,18

Tabla 3: Tiempo de retencion promedio para efedrina y etilefrina (minutos)

|

‘ Efedrina ‘ Etilefrina ‘
6,846 2,272

s 0,121 0,006
RSD (%) 1,76 0,25

Promedio (n = 9)

Al analizar los cromatogramas para los tiempos de retencién de la efedrina para las
distintas concentraciones se puede observar que a medida que aumenta la
concentracion aumenta el area y la altura de los picos, y se observa una leve
disminucion en el tiempo de retencion, lo que produce una mayor desviacion estandar
relativa para el promedio de los tiempos de retencion del total de las muestras de
efedrina. (Anexo 1: cromatogramas para muestras de concentracion 10, 17 y 25 pg/mi
de efedrina y 10 pg/ml de etilefrina en orina).
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IV.C. Selectividad

La selectividad, también llamada especificidad de un método analitico, es la capacidad
de éste de medir exacta y especificamente el analito en la presencia de componentes
gue puede esperarse estén presentes en la matriz de la muestra. La selectividad es
una medida del grado de interferencia (o ausencia de ésta) en el andlisis de muestras
de mezclas complejas. (18, 19)

Del estudio de la selectividad del método se concluye que éste es selectivo para
efedrina en la matriz orina, ya que no se observaron sefiales cromatograficas de
componentes de las orinas negativas al tiempo de retencion de la efedrina. (Anexo 2:
cromatogramas para orina negativa y para muestra de efedrina de 10 pg/ml en orina

negativa)

Ademas, se pudo observar que el método es capaz de separar con una adecuada
resolucion a la efedrina de otros compuestos relacionados, que podrian estar
presentes en muestras de orina que contengan efedrina (norefedrina,
norpseudoefedrina, pseudoefedrina y metilefedrina). (Anexo 3: cromatograma para
muestra de efedrina, norefedrina, norpseudoefedrina, metilefedrina, pseudoefedrina y

etilefrina)

Asi, se demostro la capacidad del método de medir el farmaco de interés en presencia
de componentes potenciales de la matriz, y compuestos relacionados potencialmente
presentes en muestras positivas a efedrina.

IV.D. Linealidad y rango lineal

El rango lineal de un procedimiento analitico es el intervalo entre la mayor y la menor
concentracion del analito en la muestra (incluidas estas concentraciones), para las
cuales ha sido demostrado que tiene un adecuado nivel de precision, exactitud y
linealidad. La linealidad es la capacidad, en un rango datos, de obtener resultados de
analisis que son directamente proporcionales a la concentracién del analito en la
muestra. (24)
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Rango lineal: al observar los puntos obtenidos de las muestras analizadas en el rango
de 1 a 40 pg/ml, se nota claramente que sobre 30 pg/ml existe un cambio en la
pendiente. Al graficar las curvas obtenidas con puntos bajo y sobre 30 pug/ml (Anexo 4)
se obtuvo que se cruzan en 28,47 pg/ml, por lo que el rango superior de trabajo se
acoto6 a 28 pg/ml.

Para la curva evaluada de siete niveles en duplicado, en un rango de 5 a 28 pg/ml, los
parametros de la curva de regresion obtenidos por el método de los minimos
cuadrados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados Regresion Lineal

Intervalo de confianza

Pendiente | 0,6162 + 0,0267
Intercepto|0,1454 + 0,0449
r 0,9976
r’ 0,9953

Andlisis de varianza (ANOVA)

- La hipotesis nula establece que no existe relacion lineal entre el area y la
concentracion, la pendiente es igual a cero. Hy: b = 0.

- La hipétesis alternativa establece que existe una relacién lineal entre el area y la
concentracion, la pendiente es distinta a cero. Hy: b1 0.

Tabla 5: Resumen analisis de varianza

Grados de Sumade Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados i de F (tabla)
Regresion 1 3,2801 3,2801 2526,93 4,75
Residuos 12 0,01558 0,001298
Total 13 3,2957
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Comparando el valor critico de F con el valor calculado de F estadistico, el F calculado
es mayor que el F critico, por lo que se rechaza la hipétesis nula a favor de la hipotesis
alternativa. Luego, la pendiente generada por la regresion lineal no es igual a cero, por
lo que se puede concluir que la regresion calculada, definida como una regresion lineal,
es valida. Por lo tanto, existe una correlacion lineal entre la relacion de la concentracion
de la efedrina y la concentracion del estandar interno, y la relacién de las areas de los
Mismos.

Andlisis de correlaciéon

- La hipétesis nula establece que la correlacién lineal de la poblacion no existe entre
las dos variables, que el coeficiente de correlacion esiguala 0. H: r=0

- La hipotesis alternativa establece que el coeficiente de correlacion de la poblacion
no es igual a cero, indicando una correlacion valida entre las variables. H,: rt 0.

De la Ecuacion 11 se obtiene t, = 50,4, y de la tabla de distribucion t para 12 grados de
libertad (n — 2) y un nivel de confianza de 95% el t critico es 2,179.

El valor critico del t estadistico define las regiones de aceptacion y rechazo de la
hipotesis nula, en este caso, la region de aceptacion de la hipotesis nula esta definida
como: —2,179 <t < 2,179. El t estadistico calculado cae fuera de la region de la
hipdtesis nula, por lo que ésta se rechaza en favor de la hipotesis alternativa, luego se
puede aseverar que el modelo lineal es adecuado para el rango de concentraciones
estudiado.

IV.E. Precision

La precision es una medida de lo cerca que estan uno de otro los resultados para un
numero de mediciones bajo las mismas condiciones analiticas. Es el grado de

concordancia alrededor de un resultado individual. (19)
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En la Tabla 6 se presentan los limites de aceptacion para los estudios de precisiéon
obtenidos a partir de la formula empirica de Horwitz (Ecuacién 12), para las

concentraciones a las que se realizo el estudio de precision interdia e intradia.

Tabla 6: Limites de aceptacion para el estudio de precision, segun la formula empirica

de Horwitz
[c] pg/ml  RSD %
10 11,31
17 10,45
25 9,86
IV.E.1. Precisién interdia

La precision interdia entrega los datos de la variabilidad a largo plazo de un
procedimiento analitico, que se determind en un Unico laboratorio, pero en dias
distintos (23). Los datos obtenidos del estudio de precision interdia se presentan en la
Tabla 7.

Tabla 7: Resultados estudio de precision interdia

Control 1 ‘ Control 2

10 pg/ml ‘17 pg/ml (25 pg/ml ‘10 pg/ml ‘17 pg/ml ‘25 pg/ml

1 10,10 | 17,53 | 2606 | 10,08 | 17,73 | 23,92

2 10,93 | 1724 | 2542 | 1033 | 1905 | 2574

3 1002 | 17,86 | 2564 | 991 | 17,76 | 26,80

4 991 | 17,13 | 2496 | 9,75 | 16,97 | 24,90

5 10,07 | 16,96 | 23,74 | 1066 | 17,55 | 25,89
Promedio 1021 | 17,34 | 2516 | 10,15 | 17,81 | 2545

s 0,41 0,36 0,89 0,36 0,76 1,09

RSD % 4,03 2,05 3,53 3,54 4,28 4,28
Error relativo %| 206 2,02 0,66 1,46 4,78 1,80
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IV.E.2. Precision intradia

El estudio de precision intradia entrega los datos de la repetibilidad del método, la
evaluacion de la repetibilidad consiste en multiples mediciones de una muestra por el
mismo analista bajo las mismas condiciones analiticas. Expresa la precision en un
intervalo corto de tiempo bajo las mismas condiciones de operacion (24). Los

resultados obtenidos del estudio de precision intradia se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8: Resultados estudio de precision intradia

Control 10 pg/ml |17 pg/ml 25 pg/mi

1 10,97 16,55 26,11

2 9,83 16,11 24,83

3 9,45 18,24 26,59

4 10,56 16,98 23,79

5 10,38 17,28 24,82

6 10,41 18,27 28,57
Promedio 10,27 17,24 25,79

S 0,54 0,88 1,69

RSD % 5,27 5,10 6,57
Error relativo %| 2,70 1,41 3,16

Los errores relativos para todos los controles de ambos estudios de precision son
bajos, siendo el mayor uno de los controles medios del estudio de precision interdia
con un 4,78%, lo que indica que el método tiene una buena exactitud al ser todas las

concentraciones promedio cercanas a su valor nominal.

Un resumen de las desviaciones estandar relativa para los estudios de precision
intradia e interdia se presentan en la Tabla 9, ademés de los limites de aceptacion

calculados a partir de la ecuacion de Horwitz.
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Tabla 9: Resumen de los RSDs para los estudios de precision interdia e intradia y el
RSD calculado a partir de la formula de Horwitz

RSD % Interdia ‘ RSD% RSD %

C1 Cc2 ‘ Intradia Horwitz
10 4,03 3,54 5,27 11,31
17 2,05 4,28 5,10 10,45
25 3,53 4,28 6,57 9,86

La precision del método es adecuada ya que todos los RSD experimentales, tanto para
el estudio intradia como para el interdia, son menores a los limites de aceptacion.
Ademas, todas las desviaciones estandar relativas son similares, del mismo orden, lo
que indica que la precision del método es proporcional a la concentraciéon de efedrina

en la muestra.

IV.F. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Los resultados obtenidos utilizados para la evaluacion del limite de deteccion y para el
limite de cuantificacién se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Resumen de los resultados dbtenidos para los puntos bajos de la curva de

calibracion utilizados para calcular el limite de deteccién y el limite de cuantificacion.

Promedio (n = 3)

[Efedrina] [Efedrina] / [St. Interno] A Efedrina/A St. S RSD %
Ho/m! Interno
5 0,5 0,4460 0,0198| 4,43
6 0,6 0,5522 0,0164| 2,98
7 0,7 0,6060 0,0155| 2,56
8 0,8 0,7284 0,0125| 1,71
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La curva de calibracién obtenida al graficar las concentraciones y las areas es:
Y =0,9011 X — 0,0026; lo que da una estimacion de la respuesta a concentracion cero
de — 0,0026.

Al efectuar el analisis de regresion tomando la relacion de las concentraciones como X
y la desviacion estandar como Y se obtiene la recta: Y = - 0,0227 X + 0,0308; por lo

gue la estimacioén de la desviacion estandar del blanco es 0,0308.

Luego, tomando como pendiente el valor obtenido del estudio de linealidad, los valores
calculados para el limite de deteccion (LOD) y para el limite de cuantificacion (LOQ),

son de 1,37 y 4,64 pg/ml respectivamente.

IV.G. Recuperacidon de la extraccion

La recuperacion de la extraccion se obtiene de la relacion entre las areas bajo la curva
de las muestras extraidas y las areas de las muestras no-extraidas, expresado como

porcentaje.

Tabla 11: Recuperacion de la extraccion para efedrina y estandar interno

% recuperacion | Promedio

c] pg/ml
el kg de la extraccion (n=9)
10 pg/mi 70,55%
Efedrina | 17 pg/ml 66,88% 67,56% 3,33% | 4,93
25 pg/ml 65,26%
Etilefrina| 10 pug/ml 64,07% 64,07% 1,87% | 2,92

No se observa una gran diferencia entre la recuperacion de la extraccion para las
distintas concentraciones de efedrina, s6lo una recuperacion levemente mayor para el
control mas bajo, que no es significativa al momento de cuantificar, siendo de todas
formas la desviacidn estandar pequefa.
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IV.H.Estabilidad

IV.H.1. Estabilidad del efecto de ciclos de congelamiento-

descongelamiento

Debido a que las muestras de orina durante los andlisis rutinarios en el laboratorio son
almacenadas en frio y congeladas, es necesario poder establecer como afectan estos
procesos de congelamiento y descongelamiento k concentracion de efedrina en las

muestras de orina.

Se selecciond la concentracion de 10 pg/ml, por ser la concentracién de corte sobre la
cual se considera un resultado analitico adverso, por lo que es importante observar el

comportamiento de las muestras a esta concentracion.

Tabla 12: Efecto de los ciclos de congelamiento-descongelamiento

BIETS Promedio
control

2 ) ‘ 4 5 ‘ (n=5)
1 9,84 9,77 9,26 9,64 9,25 9,55 0,25 2,63
2 10,25 | 10,73 | 10,40 | 9,67 9,42 10,09 0,48 4,76

Se observa que las desviaciones estandar relativas son pequefias, ademas, los valores
para la desviacion estandar relativa son del mismo orden a los obtenidos en el estudio
de precision interdia, lo que indica que las muestras no sufren cambios en la
concentracion de efedrina por los procesos de almacenamiento. Tampoco se observa
una gran diferencia entre el valor obtenido y el valor nominal de las muestras para
ambos controles. De esta forma se demuestra que las muestras de efedrina no
presentan problemas de estabilidad frente a ciclos de congelamiento-
descongelamiento.
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IV.l. Incertidumbre

La incertidumbre de una medicion refleja la falta del conocimiento exacto del valor del
mensurando, por lo tanto en un sentido mas amplio la “incertidumbre de la medicién”

significa duda en la validez del resultado de la medicion.

Se define incertidumbre de una medicion como: “un parametro asociado con el
resultado de una medicion que caracteriza la dispersibn de los valores, que
razonablemente pudieran ser atribuidos al mensurando”. (22)

IV..1. Paso 1: Especificacion del mensurando

La especificacion del método para la preparacion y extraccion de las muestras se
describe en la metodologia (I.B.), se presenta un resumen de ésta en un diagrama de
flujo (Anexo 5).

V.1.2. Paso 2: Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Basado en la descripcion de la metodologia se identificaron las principales fuentes de
incertidumbre de este método, para esto se desarroll6 un diagrama de causa y efecto
(Anexo 6).

Las fuentes de incertidumbre identificadas para el método son: la preparacion de la
solucion estandar, la recuperacion de la extraccion, la curva de calibracion y la

precision del método.
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IV..3.  Paso 3: Cuantificacion de los componentes de la

incertidumbre

IV..3.a. Incertidumbre de la solucién estandar

La incertidumbre de la solucién estandar de concentracion cse de 1000 pg/ml, esta
dada por su preparacion. Va a tener dos componentes, la incertidumbre de la balanza
analitica al pesar 5 mg y la incertidumbre del matraz volumétrico de 5 ml utilizado para

llevar a volumen.

a.l. Incertidumbre de la balanza:

La incertidumbre de la balanza analitica OHAUS u(B), se obtuvo del certificado de
calibracion, que establece una incertidumbre de + 0,00003 g, con un nivel de confianza

de 95% (k = 2). Luego la incertidumbre estandar de la balanza al pesar 5 mg es de:

)= 000003 g

u(B >

u(B)= 0,015mg

a.2. Incertidumbre del matraz volumétrico de 5 mi

La incertidumbre del matraz volumétrico u(M), se calcul6 combinando las tres
principales influencias en el volumen: la calibracion, los efectos de la temperatura y la

repetibilidad.

Calibracion: la tolerancia del matraz dada por el fabricante es de 5 + 0,04 ml, se
asume una distribucion rectangular debido a que no hay informacién del nivel de

confianza.

0,04

V3

u(cal) =

u(cal) = 0,023094 ml
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Temperatura: la diferencia entre la temperatura a la que fue calibrado el matraz
(20° C) y la variacion de temperatura que pueda existir en el laboratorio & 4° C)

también da una incertidumbre al volumen. La incertidumbre por este efecto se
puede calcular a partir del estimado del rango de temperatura y del coeficiente de
expansion térmica del metanol @), la variacion de volumen para el matraz esta
dada por la Ecuacion 17:

2V =V ?T a Ecuacion 17
2V =5"4"1259" 103

?V =0,02518 ml

La incertidumbre estandar asociada a la diferencia de temperatura u(t), se calcul6
asumiendo una distribucién rectangular:

0,02518
V"5

u(t)=0,01454ml

Repetibilidad: la variacion en el llenado del matraz se estimo realizando un
experimento de repetibilidad. La desviacion estandar de 10 pesadas de un matraz
volumeétrico de 5 ml llenado con agua grado cromatogréfico fue de 0,01448 ml, este
valor se usa directamente como la incertidumbre estdndar de la repetibilidad del

matraz u(rep).

a.3. Incertidumbre combinada del matraz volumétrico 5 ml

Los componentes individuales de la incertidumbre combinada del matraz volumétrico

son independientes de la concentracion, por la tanto se combinan segun la Ecuacion
18.
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u(v) = y/(ulcal)? + () + (u(rep))? Ecuacién 18

u(M) = 4/0,0230942 +0,01454 2 +0,014482

u(M)=0,03089

a.4. Incertidumbre combinada de la solucién estandar

Los componentes de la incertidumbre de la solucion estandar son proporcionales a la
concentracion, por lo que la incertidumbre combinada de la solucién estandar, u(s), se
expresa segun la Ecuacion 19:

_ auB) & e ulM) & Ecuacién 19
u(s) - CSE 9 = + =
¢Pesog éVolumen g

2 2

oo -

u(s) = 1000\/859’o ¢ 29030890
e 5 g & 5 ¢

u(s) =6,8679ug/ml

IV.L.3.b. Incertidumbre de la precision del método

La incertidumbre asociada a la precision del método se calcul6 a partir de los datos
obtenidos en el estudio de precision intradia (Tabla 8). Ahi se observa que no existe
diferencia significativa entre las desviaciones estandares relativas de cada una de las
concentraciones, por lo que se concluyé que la precisibn es proporcional a la
concentracion de efedrina. En este caso las desviaciones estandares relativas
obtenidas para cada concentracién se combinan segun la Ecuacion 20 para dar un solo
estimado, que puede ser aplicado al rango de concentraciones que cubre el estudio de
precision (25).
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RSD. . = (n, - 1) RSD? + n, - 1)" RSD? + (n, - 1)” RSD? Ecuacion 20
pool = (n1 - 1)+(n2 - 1)+ (n3 i 1)

Donde:
RSD;: desviacion estandar relativa calculada para la concentracion 1,
expresada en tanto por uno

n;: numero de repeticiones para la concentracion 1.

RSD :\/(6— 1) (527 10°%)%+(6- 1) (510 10°2)* +(6- 1) (657" 10°%)?
i (6-1)+(6-1)+(6-1)

RSD. =568 102

pool

La incertidumbre asociada a la precision del método se calculd6 como la desviacién
estandar de la media, ya que es un valor obtenido del promedio de la repeticion de
mediciones. (22)

u(P) _ 00568
P 6
UP) - 00232

P

IV.L.3.c. Incertidumbre de larecuperacién

La recuperacion de la extraccion es la relacion entre el valor observado y el valor

esperado para la concentracion del analito en la muestra. La recuperacion R de una

muestra en particular debe considerarse que contiene tres componentes: R, Rs, ¥ Rrep,
(25)
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- Rpy: Estimado de la recuperacion media del método obtenida del andlisis de
muestras preparadas.

- Rs: es un factor de correccion que toma en cuenta la diferencia en la recuperacion
de una muestra en particular, comparada con la recuperacion observada en el
material usado para estimar R,,.

- Rip: €s un factor de correccion que toma en cuenta el recho que las muestras

preparadas pueden comportarse de forma diferente a muestras reales que

contengan el analito.

El producto de estos tres componentes da el estimado de la recuperacion, R. La
incertidumbre de la recuperacion, u(R), se calcula combinando las incertidumbres de

cada uno de los componentes asociados a la recuperacion.

c.l.  Estimacién de Ry y Uu(Ry)

Del estudio de recuperacion de la extraccion (Tabla 11) se obtuvo que la recuperacion

para la efedrina expresada en tanto por uno es de R,, = 0,6756 y la desviacion

estdndar para las 9 muestras estudiadas es de 0,0333. La incertidumbre estandar

u(Rn) es calculada como la desviacién estandar de la media:

0,0333

NGl

URm) =

u(Rm)=0,0111

c.2. Estimacion de la contribucion de R,, a u(R)

La contribucion de R,, a la incertidumbre total del método depende de que tan diferente

sea de 1, y si se aplica una correccion.
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Al calcular el estimado de la recuperacion y su incertidumbre u(R,,) son posibles tres

casos:

1. Ry, tomando en cuenta u(R,), no es significativamente diferente de 1, los

resultados no son corregidos para la recuperacion.

2. Rn, tomando en cuenta u(R,,), es significativamente diferente de 1 y los resultados

son corregidos para la recuperacion.
3. R, tomando en cuenta u(R,), es significativamente diferente de 1, pero no es
aplicada una correccion.

Para determinar si la recuperacion es significativamente diferente de 1 se usa un test

estadistico t, usando la Ecuacion 21. Dado que los grados de libertad asociados con

u(Rn) son conocidos, se compara t con el valor critico de t para 7 grados de libertad

(n —2) a un 95% de confianza, que corresponde a 2,365 (25).

|1_ Rm| Ecuacion 21

Debido a que el t calculado es mucho mayor que el t critico, se puede aseverar que la
recuperacion es significativamente diferente de 1.
Como la recuperacion es significativamente diferente de 1, y se utiliza una correccion a

la recuperacion mediante el uso de un estandar interno, corresponde el caso 2. Asi R,

esté explicitamente incluido en el célculo de los resultados, por lo tanto no es aplicable

una correccion a la incertidumbre de la recuperacién y u(R,,) se incluye en el célculo de

la incertidumbre total como u(R.,)/Ru.
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c.3. Célculo de Ry u(R)

La recuperacion R para una muestra en particular corresponde a la Ecuacion 22:

R=Rm R’ Riep Ecuacion 22

La incertidumbre asociada a la recuperacion esta dada por la Ecuacion 23: (25).

R 62 R E (R )(_jz Ecuacion 23
uR) =R’ é(_m)j +gu( S)i +C— 7=
&R 5 &Rs 5 & Re 5

Rs Y Riep SON asumidos 1, luego, R = R, = 0,6756

Considerando que Rs es un término asociado a la diferencia que pueda existir entre la

recuperacioén de muestras de concentraciones distintas a la utilizada para calcular Ry,
y como para el célculo de R,, se utilizaron tres concentraciones que cubren el rango de
trabajo, se puede asumir que la incertidumbre asociada u(Rs) esta incluida en u(R,).

Asimismo, la incertidumbre asociada a R, es despreciable en relacién con la

incertidumbre de la recuperacion, ya que al trabajar con muestras liquidas, las

muestras preparadas se comportan de la misma forma que las muestras reales.

Por lo tanto la incertidumbre de la recuperacion (Ecuacion 23) queda expresada como:

u(R) =u(Rm) = 00111

IV..3.d. Incertidumbre de la curvade calibracion

Se asume que la incertidumbre aportada por la ordenada es muy pequefia en relacion
con la de la abscisa, dado que la incertidumbre asociada a la concentracion de los
materiales de referencia utilizados para la calibracion es despreciable comparada
(i) con la incertidumbre asociada a los valores obtenidos como respuesta del
instrumento para la confeccion de la recta de calibracion y (ii) con los componentes de
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la incertidumbre asociados a la respuesta del equipo al medir la muestra incognita. La
incertidumbre de la curva de calibracion refleja solamente la incertidumbre en la

abscisa. (26)

La curva de calibracion esta dada por la Ecuacion 1, y su intervalo de confianza, que
en este caso es la incertidumbre, es definida en la Ecuacion 24.

X Ecuacion 24
u(curva) = %\/1 1y M
p

’ CST |
n Six '

0 Ecuacion 25
a [Yi - (a+b' Xi)]2
S — i=1
n-2
_ E i6n 26
S, = g (Xi ] X)2 cuacion
i=1
Donde:

S: desviacion estandar residual

Sxx. suma de los cuadrados de X

X: promedio de X para n niveles de la curva de calibracion
p: numero de mediciones para la determinacién de c

n: nimero de niveles de la curva de calibracién

c: concentracion de efedrina medida en la muestra en pg/ml

Csti.: concentracion del estandar interno en pg/ml

Durante la validacién del método, se prepararon curvas de calibracién de 6 puntos en
orina negativa con una concentracion de 5, 10, 15, 20, 24 y 28 ug/ml de efedrina, a

partir de una solucién estandar de 1000 pg/ml y una concentracion de estandar interno
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de 10 pg/ml. En la Tabla 13 se presentan los valores promedio obtenidos de 12 curvas
de calibracién usadas a lo largo de la validacion del método, los que se utilizaron para

estimar el aporte de la curva de calibracion a la incertidumbre del método.

Tabla 13: Promedio de los valores de regresion obtenidos de 12 curvas de calibracion,
utilizados para estimar la incertidumbre de la curva de calibracion.

b 0,8713
S 0,03891
Six 3,76

6
X 1,7

Luego, la incertidumbre de la curva de calibracion para una concentracion ¢ de efedrina

y p mediciones de la muestra es:

2
u(curva) = 0’03891J1+1+Mf 10
0,8713 p 6 3,76
2
ulcurva)= 0,4466\/1 +01667 + (&/10- 17)°
p 3,76

IV.1.4. Paso 4: Calculo de la incertidumbre combinada

IV.l4.a. Céalculodelaincertidumbre estandar combinada

La incertidumbre estandar combinada para una concentracién ¢ de efedrina, es la
combinacion de la incertidumbre estandar de cada una de las fuentes de incertidumbre
analizadas, que son combinadas usando la Ecuacion 15, y que va a quedar expresada

como se presenta en la Ecuacion 27:
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. Ecuacion 27
uc) =¢” ?’(P)QZ +8$J(R)i?2 +8€!:1(s)g2 +ael(curva)('+)2
§P o ERo Ewp & o o

8

90,4466\/1 + 01667 + {cpr0- 17}

.2
0
. 2002328 2901116 2686795 © D 376
uc)=c” |C = 4G T +C T +¢ +
& 1 o &0675645 &1000 g ¢ c B
(; -
e a
o 2 ('52
90,4466\/1 +0,1667 + %:
uc)=c’ |0,0008553 + ¢ P ! N
¢ ¢ -
g -
e a

IV.L4.b. Calculo de laincertidumbre expandida

Para el célculo de la incertidumbre expandida se utiliza la Ecuacion 16, con un valor de
k = 2 que da un intervalo de confianza de aproximadamente 95%. Luego la
incertidumbre expandida para una muestra de concentracion ¢ de efedrina calculada

luego de p mediciones, queda expresada segun la ecuacion:

.2

& ] 2 0

€0,4466 1, 01667 + M N

o G p 3,76 -
Uc)=2" ¢’ |00008553 + ¢ - +
g -

g 5
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La incertidumbre expandida calculada para las concentraciones a las que se trabajo la

curva de calibracion, para muestras analizadas 1, 2 y 3 veces, se presentan en la

Tabla 14.

Tabla 14: Incertidumbre expandida en pg/ml para p mediciones de una muestra.

Concentracion

Incertidumbre Expandida (ug/ml) *

5 +1,15 +0,96 +0,89

10 +1,17 +0,99 +0,92

15 +1,31 +1,14 +1,08

20 +1,52 +1,38 +1,34

24 +1,73 +1,61 +1,57

28 +1,97 +1,86 +1,83
* La incertidumbre reportada es una incertidumbre expandida calculada
usando un factor de cobertura de 2, que da un nivel de confianza de
aproximadamente 95%.

De los resultados de la Tabla 14 de la incertidumbre expandida, se demuestra que al

realizar la cuantificacion de efedrina en orina luego del andlisis de una muestra en

duplicado o triplicado, hay una disminucion de la incertidumbre asociada a la

concentracion calculada, con relacion a la incertidumbre para la misma concentracion

de una muestra que ha sido analizada una sola vez.

Las magnitudes relativas de la contribucion de las fuentes analizadas a la

incertidumbre total (Tabla 15) se comparan usando un histograma Grafico 1), que

muestra los valores de la incertidumbre estandar relativa para cada una de las fuentes.
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Tabla 15: Resumen Incertidumbres estandar y estandar relativa para todas las fuentes
de incertidumbre analizadas.

Incertidumbre Incertidumbre estandar

Fuente Valor (x)

estandar u(x) relativa u(x)/x
Solucién estandar 1000 6,8679 0,0069
Precision 1 0,0232 0,0232
Recuperaciéon 0,6756 0,0111 0,0164
Curva de calibracién | 10 pg/ml 0,5086 0,0509
(p=12) 28 pg/mi 0,5449 0,0194
) Ouwgml| 0,0586
Incertidumbre Total
28pg/ml | 0,0351

Gréfico 1: Incertidumbres estandar relativa y su contribucién a la incertidumbre total
para muestras de concentraciones de 10 y 28 pg/ml (Tabla 14)

o [
_

Curva de calibraciéJ

Recuperacion
P 10 pg/ml

028 ug/ml

Precision

Sol. Estandar

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

u(x)/x

La incertidumbre de la preparacion de la solucién estandar es practicamente
despreciable en comparacion con las otras fuentes de incertidumbre, su valor es
menos de un tercio del valor total de la incertidumbre, su contribucion a la
incertidumbre total del método es despreciable.
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Del histograma se puede concluir que las incertidumbres estandar relativas de la
recuperacion, de la precision y de la solucion estandar son independientes a la
concentracion calculada de efedrina en la muestra. Al contrario, la incertidumbre de la
curva de calibracion va a depender de la concentracion de efedrina en la muestra, y
por lo tanto la incertidumbre total también va a depender de la concentracion. La
incertidumbre estandar relativa de la curva de calibracion para las concentraciones
bajas (10 pg/ml) es mucho mayor que para concentraciones mas altas (28 pg/ml),
teniendo una gran influencia en la incertidumbre total para las concentraciones bajas.
Para las concentraciones mas altas la precision pasa a ser la principal tiente de

incertidumbre.

En el Gréfico 2 se observa la concentracion calculada en pg/ml de efedrina (linea
negra) con su rango de incertidumbre (lineas rojas) para el rango de concentraciones
gue comprenden el método. La linea punteada corresponde al corte de 10 pug/ml sobre

el cual las muestras son consideradas con un resultado analitico adverso.

Gréfico 2: Rango de incertidumbre para el método de cuantificacion de efedrina en

orina para una muestra analizada en triplicado.

30 7

8

=
o
L

Concentracion efedrina (pg/ml)
&

0 5 10 15 20 25 ) 30
Concentracion efedrina (pg/ml)

= concentracién calculada de efedrina rango de incertidumbre ~ concetracion de corte (10 pg/ml)
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Se puede aseverar que muestras analizadas por triplicado y posteriormente
cuantificadas por el método descrito, que den una concentracion mayor o igual a 10,95
pg/ml (concentracion en que el rango inferior de la incertidumbre esta sobre el corte de
10 pg/ml, con una incertidumbre expandida de + 0,94 pg/ml) se pueden considerar, con
un nivel de confianza adecuado, que tienen una concentracion de efedrina superior a

10 pg/ml.
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V. Conclusiones

De este trabajo se puede concluir que:

La separacion de las efedrinas, debido a que son bases débiles con grupos
funcionales polares y de similar estructura quimica, se logro utilizando una columna
de fase reversa y una fase movil tamponada (pH 4), con elevada fuerza idnica y
una concentracion baja de metanol. EI método es selectivo para la efedrina en
presencia de sustancias relacionadas posibles de encontrar en muestras positivas
a efedrina, ya que es capaz de separarla de los componentes potenciales de la
matriz orina y de las otras efedrinas (norefedrina, norpseudoefedrina, metilefedrina
y pseudoefedrina) que habitualmente estdn presentes en los suplementos
alimenticios que contienen efedrina, y por lo tanto son posibles de detectar en

muestras de orina positivas a efedrina.

La extraccion liquido-liquido a la que son sometidas las muestras de orina previo a
su analisis cumple su objetivo, ya que se obtiene un extracto limpio y una
recuperacion promedio de 67,56% para la efedrina con una desviacion estandar
pequefa y de 64,07% para el estandar interno, lo que se considera adecuado como

criterio de aceptacion para una extraccion de este tipo.

El rango superior de trabajo se acoté a una concentracion de efedrina de 28 pg/ml,
ya que sobre esta concentracion se observo grafica y analiticamente un punto de
inflexién con un cambio de pendiente. El rango utilizado finalmente de 5 a 28 pg/ml
es adecuado para el alcance del método al incluir la concentracion de corte para

efedrina establecida por la WADA de 10 pg/ml.
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Existe una correlacion entre la respuesta del equipo (relacion entre las areas de los
picos cromatograficos de efedrina y de estandar interno) y la concentraciéon
presente en las muestras, y esta correlacion lineal es estadisticamente significativa
para el rango de trabajo escogido, con un coeficiente de correlacion que cumple
con los tests estadisticos. Esto prueba que el método es lineal para el rango de

concentracion de 5 a 28 pug/ml de efedrina en orina.

La precision, evaluada en estudios interdia e intradia, cumple los criterios de
aceptacion para todos los controles de concentracion baja, media y alta con los que
se trabajo. El método tiene una buena exactitud ya que todas las concentraciones

promedio obtenidas son cercanas a su valor nominal.

Se evalud la estabilidad de efedrina en las muestras de orina sometiéndolas a
ciclos de congelamiento—descongelamiento; de este estudio se puede concluir que
las muestras de orina no ven afectada la concentracion de efedrina al someterse a

cambios de temperatura asociados con su almacenamiento.

El valor calculado de la incertidumbre, permite saber el limite sobre el cual se
puede asegurar, con un nivel de confianza de un 95%, que una muestra
cuantificada con esta metodologia analitica se encuentra sobre la concentracion de
corte establecida por la WADA de 10 pg/ml, (10,95 pg/ml, £ 0,94 pg/ml), ya que
muestras cuantificadas con concentraciones menores a ésta pueden encontrarse
bajo el nivel de corte, por o que no se podria aseverar con un nivel de confianza

adecuado que tengan una concentracion superior a 10 pg/ml de efedrina.

De acuerdo a la informacién obtenida de la validacion del método, se puede
aseverar que éste tiene una adecuada selectividad, precision y exactitud, por lo que
los objetivos propuestos de este trabajo se cumplieron al establecer y validar un
método analitico sensible, rapido, reproducible y con una incertidumbre conocida
para ser adoptado en el ambito del control de doping para la deteccién y
cuantificacion de efedrina en orina bajo y sobre el corte de 10 pug/ml, con un nivel
de confianza adecuado.
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VI. Glosario

1. Desviacion estandar para una muestra (s): Estimacion de la desviacion estandar de
la poblacion para una muestra de n resultados, se usa para medir la dispersion de
los datos alrededor de la media en una dstribucion de valores, matematicamente
se expresa: (20)

& [x- xf
n-1

S =

2. Desviacion estandar de la media (s,): Desviacion estandar de la media X para n

valores tomados de una poblacion estd dada por la ecuacion: (22)

S =—
X Jn

3. Desviacion estandar relativa (RSD): Término que expresa la variabilidad de un set

de datos, y se define como la relacion entre la desviacién estandar y la media. Es

frecuentemente conocida como coeficiente de variacion. Normalmente se expresa

como porcentaje: (20)

RSD% =="100

X w»

4. Distribucion rectangular: Funcion & distribucion que se utiliza para calcular la
incertidumbre estandar de un pardmetro (u(x)), cuando un certificado u otras
especificaciones dan limites sin especificar el nivel de confianza (por ejemplo 25 ml
+ 0,05 ml), o cuando un estimado es presentado en la forma de un rango maximo
(x a) sin conocimiento de la forma de la distribucion. (22)

u(x)= -

N
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5. Error relativo: Describe el error como una proporcion del valor verdadero

O-E

Errorrelativo% = " 100

Donde: O es el valor observado y E es el valor esperado (verdadero). (20)

6. Exactitud: Diferencia entre la media de un set de resultados o un resultado

individual y el valor aceptado como verdadero para la cantidad medida. (18)

7. Factor de cobertura (k): Factor numérico usado como mdltiplo de la incertidumbre
estandar combinada en orden de obtener la incertidumbre expandida. (22)
Nota 1: El factor de cobertura esté tipicamente en el rango de 2 a 3

8. Incertidumbre (de la medicion): Pardmetro asociado con el resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores, que razonablemente
pudieran ser atribuidos al mensurando. (22)

Nota 1. ElI parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion estandar (o un
multiplo de ella), o la mitad del ancho de un intervalo que tiene un nivel de
confianza establecido.

Nota 2: En general la incertidumbre de una medicibn comprende muchos
componentes. Algunos de estos componentes pueden ser evaluados a
partir de la distribucion estadistica de una serie de mediciones y pueden
ser caracterizados utlizando desviaciones estandar. Los otros
componentes que también pueden ser caracterizados utilizando
desviaciones estandar se determinan a través de distribuciones de
probabilidad supuestas, basados en la experiencia u otra informacion.

Nota 3: Se entiende que el resultado de la medicion es la mejor estimacion del
valor del mensurando, y que todos las componentes de la incertidumbre
contribuyen a la dispersion, incluso aquellos resultantes de efectos
sisteméaticos, tales como los componentes asociados con correcciones y

patrones de referencia.

9. Incertidumbre estandar (u(x)): Incertidumbre del resultado de una medicién
expresada como una desviacion estandar. (22)
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10.

11.

12.

13.

Incertidumbre estandar combinada (uc(y)): Incertidumbre estandar del resultado de
una medicion (y) cuando ese resultado es obtenido a partir de los valores de un
numero de otras cantidades, es igual a la raiz cuadrada positiva de una suma de
términos, siendo los términos las varianzas o covarianzas de éstas otras cantidades
ponderadas, de acuerdo a como los resultados de las mediciones varian con estas
cantidades. (22)

Incertidumbre expandida (U): Cantidad definida como un intervalo alrededor del
resultado de una medicion, que se espera envuelva una gran fraccion de la
distribucion de los valores que pueden razonablemente atribuirse al mensurando.
(22)

Nota 1: La fraccion puede ser considerada como la probabilidad de la cobertura o
el nivel de confianza del intervalo.

Nota 2: Para asociar un nivel de confianza especifico con el intervalo definido por
la incertidumbre expandida requiere considerar suposiciones explicitas o
implicitas de la distribucion de probabilidad caracterizada por el resultado
de la medicion y su incertidumbre estandar combinada. El nivel de
confianza que puede atribuirse a este intervalo puede conocerse solo en la
medida en la cual tales suposiciones pueden justificarse.

Nota 3: Una incertidumbre expandida (U) es calculada de la incertidumbre
combinada estandar u.(y) y el factor de cobertura k usando:

U(y) =k~ u.(y)

Limite de cuantificacién: Menor cantidad de analito en una muestra que puede ser
determinado cuantitativamente con una precision y exactitud aceptables bajo las

condiciones experimentales establecidas. (19)

Limite de deteccion: Menor cantidad de analito en la muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto, bajo las

condiciones experimentales establecidas. (19)
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20.

21.

22.

Linealidad: Capacidad de que el resultado del andlisis sea, directamente o por una
transformacion matematica bien definida, proporcional a la concentracion del

analito en las muestras en un rango dado. (19)

Media aritmética o promedio (X): Valor promedio de una muestra de n resultados:
(20)
a X

n

X =

Mensurando: Cantidad particular sujeta a medicién

Precision: Medida de cuan cerca estan uno de otro los resultados para un namero
de mediciones bajo las mismas condiciones, es el grado de concordancia alrededor

de un resultado individual. (18)

Rango lineal: Intervalo entre la menor y la mayor concentracién del analito en la
muestra (incluidas estas concentraciones) para las cuales ha sido demostrado que

éste tiene un adecuado nivel de precision, exactitud y linealidad. (18)

Recuperacion: Corresponde a la relacion entre la concentracion medida en una

muestra y la concentracion esperada de obtener. (18)

Repetibilidad: Expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion en un

intervalo corto de tiempo. (24)
Reproducibilidad: Expresa la precision entre laboratorios. (1824)

Selectividad (o especificidad): Capacidad de un método de determinar exacta y
especificamente el analito de interés en la presencia de otros componentes, que
puede esperarse estén presentes en la matriz de la muestra bajo las condiciones

experimentales establecidas. (18)
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Anexo 1

Cromatogramas de extractos de muestras de concentraciones 10, 17 y 25 pg/ml de

efedrina 'y 10 pg/ml de etilefrina en orina.

Condiciones de trabajo:

- Columna: LichroCART®, largo 12,5 cm, diametro 4 mm, tamafio de particula 5 pm;
precolumna Merck LhicroCART® 4-4.

- Temperatura: 40° C.

- Fase mévil: Tampo6n Fosfato 50 mM pH 4 / Metanol (95/5).

- Flujo: 2 ml/ min.

- Detector UV ? =215 nm.

- Volumen de inyeccion: 20 pl.
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Cromatograma 1: extracto de muestra de concentracion 10 pg/ml de efedrina y 10

pg/ml de etilefrina en orina.
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Cromatograma 2: extracto de muestra de concentracion 17 pg/ml de efedrina y 10

pg/ml de etilefrina en orina.
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Cromatograma 3: extracto de muestra de concentracion 25 pg/ml de efedrina y 10

pg/ml de etilefrina en orina.
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Anexo 2

Cromatogramas para la evaluacion de la selectividad del método para medir efedrina
con respecto a la matriz orina.

Condiciones de trabajo: ver Anexo 1

Cromatograma 4: extracto de muestra de referencia de efedrina 10 pg/mly etilefrina 10

pg/ml, en orina negativa.
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Cromatograma 5: extracto de orina negativa
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Anexo 3

Cromatograma de la evaluacion de la selectividad del método para detectar efedrina en
presencia de otros compuestos relacionados posibles de encontrar en muestras de
orina que contengan efedrina.

Condiciones de trabajo: ver Anexo 1

Cromatograma 6: muestra de efedrina, norefedrina, norpseudoefedrina, metilefedrina,
pseudoefedrina y etilefrina de concentracion 100 ppm para cada uno.

mAL
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1: Etilefrina; 2: Norefedrina; 3: Norpseudoefedrina; 4: Efedrina; 5: Pseudoefedrina;
6: Metilefedrina
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Anexo 4

Grafico 3: Intercepto de curvas bajo y sobre 30 pg/ml de efedrina en orina (el punto de

30 pug/ml no se incluyé en ninguna de las curvas).
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Curval Curva 2
(azul) (roja)
Pendiente 0,1284 0,0492
Intercepto | -0,2892 1,9379
r 0,9969 0,9885
r’ 0,9939 0,9773
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Anexo 5

Diagrama de Flujo: Cuantificacion de efedrina en orina por HPLC
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Anexo 6

Diagrama de causa y efecto: Fuentes de incertidumbre para el método de

cuantificacién de efedrina en orina por HPLC
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