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RESUMEN

La industria de bebidas alcohdlicas reconoce que las caracteristicas del producto
dependen de las propiedades de las materias primas utilizadas, el alcohol etilico
se genera mediante la fermentacion anaerdbica de los jugos o mieles de cafa
de azucar, el metanol se destaca como un parametro critico debido a su impacto
en la calidad del producto final y la baja concentracion necesaria para su
liberacion, con un limite maximo de 1.5 mg/100ml segun la norma NTE INEN
375, entendiendo la importancia de reportar resultados exactos y confiables. El
objetivo general del trabajo es “Validar la metodologia para la cuantificacién de
metanol en alcohol etilico extraneutro mediante cromatografia de gases, para el
cumplimiento de la norma ISO 17025 en el laboratorio de calidad de SODERAL
S.A.” De esta manera, se busca satisfacer las expectativas de clientes, mercados
y partes interesadas con los mas altos estandares de calidad.

Se obtuvieron resultados satisfactorios en la validaciéon de la metodologia
logrando un método selectivo con un a=1,05, un LD de 0,04 mg/100ml y un LC
de 0,12 mg/100ml de metanol, La linealidad con un r? de 0.9976, un % de
recuperacion de 101.1, 95.8 y 95.8 para los niveles bajo, medio y alto, en el nivel
bajo CV de 2.32%; en el nivel medio de 0.37%; y para el nivel alto de 0.27%,
finalmente la determinacion de la incertidumbre sobre las muestras de alcohol

etilico extraneutro.



ABSTRACT

The alcoholic beverage industry recognizes that product characteristics depend
on the properties of the raw materials used, ethyl alcohol is generated by
anaerobic fermentation of sugar cane juices or honeys, methanol stands out as
a critical parameter due to its impact on the quality of the final product and the
low concentration required for its release, with a maximum limit of 1.5 mg/100ml
according to the NTE INEN 375 standard, understanding the importance of
reporting accurate and reliable results. The general objective of the work is "To
validate the methodology for the quantification of methanol in extraneutral ethyl
alcohol by gas chromatography, for compliance with 1ISO 17025 in the quality
laboratory of SODERAL S.A.". In this way, we seek to meet the expectations of
customers, markets and stakeholders with the highest quality standards.

Satisfactory results were obtained in the validation of the methodology, achieving
a selective method with an a=1.05, an LD of 0.04 mg/100ml and a LC of 0.12
mg/100ml of methanol. The linearity with an r2 of 0.9976, with a % recovery of
101.1, 95.8 and 95.8 for the low, medium and high levels, at the low level CV of
2.32%; at the average level of 0.37%; and for the high level of 0.27%, finally the

determination of the uncertainty on the extraneutral ethyl alcohol samples.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La técnica de cromatografia de gases (GC) con deteccidn de ionizacion de llama (FID)
ha ganado amplia aceptacion en la determinacion de compuestos volatiles en bebidas
alcoholicas. Se emplea un método de estandar interno convencional empleando el 1-
butanol para este fin, con el objetivo de cuantificar acetaldehido, metanol y otros
compuestos volatiles especificos, dentro de los que se consideran a los acidos organicos,
tales como piravico, succinico, acético; aldehidos; furfural; ésteres y alcoholes superiores
con mas de tres carbonos en su composicion, como Isopropanol, propanol, isobutanol,
isoamilico, amilico, etc. En relacion a la técnica analitica, es importante destacar que, a
lo largo de varias décadas, este método ha mantenido su integridad sin cambios,

consolidandose como una practica establecida en la industria [1].

La industria de bebidas alcohdlicas reconoce que las caracteristicas del producto
dependen de las propiedades de las materias primas utilizadas. Es esencial controlar la
calidad de estas materias primas para obtener el producto deseado y cumplir con los
estandares de control establecidos. La certificacion de laboratorios, mediante la
estandarizacion y validacién de metodologias de analisis, constituye un componente
crucial. Esta certificacién demuestra la capacidad de la industria para asegurar de manera
fiable que sus productos se mantengan dentro de los parametros de calidad definidos [2].

En este contexto, se propone un método para analizar metanol y validar una metodologia
de cromatografia de gases que permita obtener resultados rapidos, confiables y precisos.
La presencia de congéneres volatiles en las bebidas alcohodlicas se determina mediante
la inyeccion de la muestra en un sistema de cromatografia de gases, con la adicion previa
de un patrén interno adecuado. Los congéneres volatiles se separan en una columna

utilizando programacién de temperatura y un detector de ionizacion de llama (FID) [3].

La concentracion de cada congénere se determina en relacion con el patron interno,

utilizando factores de respuesta obtenidos durante la calibracion en condiciones



cromatograficas idénticas a las del andlisis de la muestra. Los parametros del alcohol
etilico utilizado en la produccién de bebidas alcohdlicas influyen significativamente en la
calidad de los productos terminados, donde los resultados organolépticos dependen en

gran medida del proceso de producciéon de esta materia prima [4]

El proceso de produccién de alcohol etilico genera subproductos que se separan por
destilacion, incluyendo cetonas, aldehidos, ésteres y alcoholes superiores. Dependiendo

del tipo de destilacion, el alcohol etilico puede contener metanol o congéneres [1]

El metanol, conocido por su toxicidad, se utiliza en diversas aplicaciones como pinturas,
barnices, disolventes y productos de limpieza del hogar. Su determinacién en el alcohol
etilico rectificado extraneutro pro-cromatografia de gases es un andlisis realizado en
laboratorios acreditados en el pais, permitiendo pruebas de interlaboratorio y evaluacion
de aptitud [2]

La validacion del contenido de metanol por cromatografia de gases en matriz de alcohol
etilico extraneutro asegura la validez de los resultados, permitiendo al laboratorio brindar
resultados confiables que cumplan con los requisitos de la norma técnica ecuatoriana.
De esta manera, se busca satisfacer las expectativas de clientes, mercados y partes

interesadas con los mas altos estandares de calidad [3]
1.1. Antecedentes

La destilaciébn, como método de separacidn, se utiliza extensamente en las industrias
qguimica, petroguimica y bioquimica y ha tenido un impacto significativo en el progreso
social. Es la opcién preferida para tratar sistemas no ideales en la produccién industrial,
como mezclas de acetona, metanol y butanol, comunes en instalaciones de productos

quimicos [4]

El alcohol etilico o etanol, obtenido mediante fermentacion anaerobia de hidratos de
carbono, es un liquido transparente, incoloro, inflamable y con un olor caracteristico,

fundamental en bebidas alcohdlicas con un contenido alcohdlico entre 4 y el 20% v/v [5]



Los congéneres, compuestos quimicos formados durante la fermentacion y el
envejecimiento, influyen en el sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas, aunque la
destilacién permite controlar su presencia [6], el proceso de control de calidad requiere
generar confiabilidad y certeza en la metodologia de analisis para garantizar la calidad
del alcohol etilico. Uno de los cogéneres de interés es precisamente el metanol, el cual
es usado como materia prima clave en la industria quimica ademas de combustible,
siendo para la industria alcoholera, crucial la determinacion con precision del metanol, ya
que su presencia en productos como el alcohol etilico rectificado extraneutro se
encuentra regulado por las normativas nacionales e internacionales, presentandose
como un grave riesgo para la salud humana, asi como para calidad del producto, cuando
su concentracion se encuentra fuera de los limites previamente establecidos, en el caso
de Ecuador, por la normativa NTE INEN 375 [7]

En los ultimos afios, la cromatografia de gases con columnas empaquetadas ha ganado
popularidad como técnica para analizar una variedad de compuestos. Un estudio reciente
resalta la importancia de medir con precision el caudal y la fraccion de modificador en
este tipo de cromatografia, especialmente cuando se trabaja con bajas proporciones de

metanol [8]

La validacion de métodos es esencial para demostrar la idoneidad y el rendimiento
coherente con las aplicaciones requeridas. En el contexto de la produccion de alcohol
etilico, es fundamental validar la metodologia para medir metanol mediante cromatografia
de gases, asegurando resultados precisos. Esto es particularmente relevante en la
industria, donde la seguridad y la calidad son de suma importancia [9].

1.2. Descripcién del problema

El alcohol etilico se genera mediante la fermentacion anaerdbica de los jugos o mieles
de cafia de azucar. Este proceso fermentativo da lugar a la formacion de varios
compuestos, incluyendo diéxido de carbono, aldehidos, cetonas y otros alcoholes de bajo
peso molecular, como el metanol. Asimismo, como subproducto de la destilacion, se
obtiene la vinaza, un residuo que contiene niveles significativos de potasio. En los ultimos

afos, la vinaza ha sido utilizada como sustituto parcial en la fertilizacién potasica, para

3



cultivos de cafia de azlcar, de banano entre otros. Este enfoque buscar aprovechar
eficientemente los recursos residuales del proceso de destilacion en beneficio de la

fertilizacion de los cultivos agricolas [10]

En Ecuador, destacan las empresas SODERAL, CODANA y PRODUARGO como las
principales empresas dedicadas a la produccién de alcohol. En particular, SODERAL
S.A., logré una produccion de 18.939.089 litros en el afio 2022, siendo uno de sus
productos mas destacados el alcohol etilico extraneutro con un contenido alcohdlico
minimo del 96% (v/v). Para asegurar la calidad y cumplir con los estandares, el gobierno
ecuatoriano establece la norma NTE INEN 375, que especifica un contenido maximo de
metanol de 1.5 mg/100ml para bebidas alcohdlicas de origen agricola [11]

En el afio 2022, el Ministerio de la Salud Publica (MSP) reporté 17 fallecimientos
asociados a la intoxicacion por metanol, de los cuales 11 fueron confirmados. Ante esta
situacion, el MSP y las autoridades de control instan formalmente a la poblacion
ecuatoriana a evitar el consumo de alcohol de origen dudoso, sin registro sanitario y
comercializado de manera clandestina, ya que esto representa un riesgo considerable

para la vida, incluso con posibilidad de causar la muerte [12]

A pesar de las adversidades y regulaciones, la alta rentabilidad econémica derivada del
intenso consumo ha conducido a la elaboracion artesanal de bebidas alcohdlicas con
elevado contenido alcohdlico y precios bajos en diversos lugares. Estas practicas no
cumplen con la normativa y los estandares de calidad, en algunos casos, se han realizado
manipulaciones en los envases o se ha usurpado el nombre de marcas reconocidas para
la venta de estos productos, generando problemas de salud publica cuando se
consumen, de esta manera, concentraciones elevadas de metanol pueden ocasionar

ceguera, dafio hepatico y renal, e incluso resultar letales en situaciones graves [13]

En base a lo expuesto, surge la siguiente interrogante: ¢Cémo se puede validar de
manera efectiva la metodologia utilizada para medir metanol en alcohol etilico rectificado
extraneutro mediante cromatografia de gases en el Laboratorio de Calidad de SODERAL

S.A., garantizando la precision y confiabilidad de los resultados obtenidos?



1.3. Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Validar la metodologia para la cuantificacion de metanol en alcohol etilico extraneutro
mediante cromatografia de gases, para el cumplimiento de la norma ISO 17025 en el
laboratorio de calidad de SODERAL S.A.

1.3.2 Objetivo Especifico

¢ Implementar el protocolo de analisis en el laboratorio de calidad de SODERAL S.A.

e Establecer los pardmetros de validacion y los criterios de cumplimiento de acuerdo
a lo establecido por la norma NTE INEN 2014 para el método de ensayo de
metanol.

e Realizar la validacién del método de acuerdo con el plan de validacion establecido
bajo requisitos de la norma ISO 17025:2017.

e Evaluar los resultados de la validacion mediante célculos estadisticos.

e Estimar la incertidumbre del método de determinacion de metanol en alcohol etilico

extraneutro.
1.4. Hipotesis

La implementacion y validacién del método validado con un cromatégrafo de gases
permitird identificar y cuantificar las concentraciones del metanol, a partir de curva de

calibracién con estandares trazables.
1.5. Alcance

El presente procedimiento se aplica en el laboratorio de control de calidad de SODERAL,
para la cuantificacion del metanol en alcohol etilico rectificado extraneutro, utilizando
cromatografia de gases con detector FID, y realizando la validacién del método lo cual
permitira ofrecer un servicio de analisis de ensayos con resultados precisos y

reproducibles.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Produccion de alcohol etilico

Desde 1997, la empresa SODERAL S.A., ha mantenido un laboratorio de control de
calidad equipado con instrumentacion quimica adecuada para analizar compuestos
resultantes de la fertilizacion y destilacion, cumpliendo con las normas nacionales e
internacionales. El metanol se destaca como un parametro critico debido a su impacto en
la calidad del producto final y la baja concentracién necesaria para su liberacién, con un
limite maximo de 1.5 mg/100ml segun la norma NTE INEN 375 [14]

Con miras a la acreditacion segun la norma INEN ISO 17025:2018, el laboratorio presenta
un alcance que abarca dos matrices y cuatro métodos de ensayo, incluyendo acidez total
y contenido de agua en alcohol anhidro grafo carburante, asi como densidad y grado

alcoholica en alcohol etilico extraneutro y alcohol anhidro grado carburante [15]

En aras de la mejora continua, el laboratorio tiene como objetivo la validacion del andlisis
de metanol en alcohol etilico extraneutro, con la finalidad de determinar con precision y
exactitud la concentracion analito. Esto permitira identificar desviaciones en los productos

y prevenir problemas que puedan afectar al laboratorio y a la empresa [16]

La determinacion de metanol mediante cromatografia de gases es realizada por algunos
laboratorios acreditados en el pais, facilitando pruebas de interlaboratorio y asegurando
la validez de los resultados. La validacion garantiza que el laboratorio tenga la capacidad
de ofrecer resultados confiables y cumplir con los requisitos de la norma técnica
ecuatoriana, buscando satisfacer las expectativas de clientes y partes interesadas con

estandares de calidad elevados [17]



2.1.1. Melaza para la obtencion de alcohol

La melaza, también conocida como miel, es un liquido denso y viscoso de tonalidad
oscura, derivado del proceso de fabricacion o refinacién de la sacarosa extraida de la
cafa de azucar. Este subproducto se utiliza en la produccién de alcohol, en la elaboracion
de productos balanceados y como suplemento alimenticio. Su composicion en altamente
heterogénea y puede variar significativamente segun varios factores, como la variedad
de cafa de azlcar, el tipo de suelo, las condiciones climaticas, entre otros. La melaza de
cafa se caracteriza por tener un contenido de grados Brix o sélidos disueltos en el rango
de 68-75%, y un pH que oscila entre 5.0 y 6.1. Los principales azlUcares presentes en la
melaza son la sacarosa, glucosa y fructosa [18].

2.1.2. Fermentacion

A través del uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, se lleva a cabo la
fermentacién del “mosto de azucar”, obtenido a partir del jugo o melaza de cafa de
azucar. La levadura se reproduce mediante la provision de nutrientes y un ambiente
aireado. Posteriormente, la mezcla se transfiere a fermentadores, donde tiene lugar la
fermentacién anaerdbica de los azucares contenidos en la materia prima, resultando en
un “vino” fermentado con un grado alcohdlico del 8.5-9.0% v/. Luego, se recupera y

acidifica la levadura [19]
2.1.3. Destilacion.

La destilacion es un proceso fisico de separacidén que se basa en la volatilidad relativa y
los puntos de ebullicion diferentes de los compuestos en una solucién. Este proceso se
lleva a cabo en columnas de destilacion, disefiadas para contener ambas fases. Al aplicar
calor a una solucion o mezcla de compuestos, se alcanza la temperatura de ebullicién de
cada uno, volatilizandolos y separandolos en forma de gas o vapor del resto de
componentes liquido. Industrialmente, este proceso se realiza en equipos denominados

columnas de destilacion [20]



El vino que ha sido separado en las centrifugas se dirige hacia las columnas destiladoras
de cada equipo de destilacion. Los equipos estan construidos de cobre, excepto sus
columnas destiladoras. En la columna destiladora, el vino se introduce y se calienta
mediante vapor. En concordancia con este concepto, el vapor transporta el alcohol etilico
y otros compuestos volatiles formados durante la fermentacion hacia la parte superior de
la columna, mientras que, en direccion opuesta, el vino se diluye progresivamente hasta
llegar al fondo completamente diluido, con trazas de alcohol no superiores al 0,05% v/v,

transformandose en vinaza [17], [20].

La destilacion azeotropica permite concentrar el alcohol a 95.5 por ciento. El alcohol que
se obtiene en la parte superior de la columna destiladora, con una concentracién entre
45-50% vlv, se denomina "flema de mal gusto”. A pesar de contener alcohol etilico, esta
mezcla incluye otros compuestos producidos durante la fermentacibn que deben
separarse. Para este propdsito, se utilizan las columnas de destilacion adicionales. La
flema de mal gusto, que contiene productos con diferentes niveles de volatilidad al etanol,
se dirige a una columna llamada "depuradora”. Aqui, mediante la introduccion de vapor
en contacto directo, la flema se enriquece con los compuestos mas volatiles, llevandolos

a la parte superior de la columna [15], [20].

El azufre es el principal causante de compuestos de olores desagradables, como el
mercaptano. En la parte inferior de la columna depuradora, se obtiene la "flema de buen
gusto" con una graduacion entre 30-40% v/v, que se envia a una tercera columna llamada
rectificadora. En la columna rectificadora, el etanol se concentra hasta un 96% y se
separa del furfural y de alcoholes superiores, como propanol, alcohol amilico y sus
isbmeros. El metanol, que se forma durante el proceso, acompafia al etanol hasta el final,
separandose Unicamente cuando el etanol alcanza el 96% de concentracion. En estas
condiciones, el metanol se vuelve mas volatil y se dirige hacia la parte superior de la

columna, donde se extrae de uno de los condensadores de cabeza [9], [20].

En resumen, el metanol se separa por la parte superior de los condensadores, el "etanol
rectificado” al 96% v/v se separa a 5 platos del tope, los alcoholes superiores se separan

al 85% de la altura de la columna, los alcoholes amilicos al 60%, y por el fondo de la



columna sale agua con bajo contenido en &cidos organicos, furfural y otros compuestos,

formando una mezcla denominada flemaza [21].

El alcohol etilico, conocido por su relacion con las bebidas alcohdlicas, también
desempeiia un papel importante como solvente industrial y materia prima en la
fabricacion de diversos productos quimicos organicos, tales como acetaldehido, acetato
etilico, acido acético, dibromito de etileno, glicol, y otros. El alcohol puro, o etanol, se
emplea en aplicaciones medicinales, farmacéuticas y como componente de saborizantes.
El etanol se presenta como un liquido incoloro y volatil que se encuentra en diversas
bebidas fermentadas. Histéricamente, se obtenia mediante la fermentacion anaerébica
de una solucién con contenido de azlcares con la ayuda de levaduras, seguido de un
proceso de destilacion. El etanol en bebidas alcohdlicas acompafia a diferentes
elementos quimicos, dependiendo del tipo de bebida. Estos elementos contribuyen a

darle al etanol caracteristicas distintivas como color, olor, sabor, entre otras [22].
2.2. Generalidades sobre el etanol y metanol

Mientras que el etanol constituye la principal sustancia activa en las bebidas alcohdlicas,
varios compuestos, mayormente volatiles, contribuyen al sabor y aroma de la bebida.
Analizar muchos de estos compuestos puede revelar la fuente y el tipo de bebida
alcohdlica. Los congéneres, aunque a menudo no son definitivos por si solos para
determinar la fuente o identidad de una bebida alcohélica, desempefian un papel crucial
cuando se consideran en conjunto. Un parametro utilizado para la identificaciéon de

bebidas alcohdlicas es la proporcion relativa de metanol y congéneres [23].

El metanol, con un metabolismo estrechamente relacionado, y su comportamiento dentro
del cuerpo humano, incluyendo su tiempo de permanencia, se utilizan como marcadores
para regular la incidencia de personas con problemas de alcoholismo. Una caracteristica
destacada y a veces complicada para la cuantificacion del metanol es su volatilidad.
Pueden surgir situaciones en las que el tiempo de permanencia en un sistema de analisis
no refrigerado conduzca a una cuantificacion inexacta de los analitos en las muestras

reales o en los estandares de verificacion [24].



La concentracion del metanol se encuentra naturalmente entre 1-3 mg/L en el cuerpo
humano, circulando por el suero sanguineo. Este compuesto representa uno de los
peligros mas significativos en las bebidas alcohdlicas, y su impacto en la salud depende
del medio en el que se ingiera. El consumo de metanol sin la presencia de etanol puede
llevar a un aumento de su concentracion en la sangre a una velocidad de 0,1-0,5 mg/L.h,
lo cual, como se ha observado en casos de intoxicacion, puede resultar en problemas

relacionados con la pérdida de la vision [25].

Al igual que algunos congéneres como los alcoholes superiores, el metanol, compite con
el etanol por ser sustrato de la enzima enddgena alcohol deshidrogenasa (ADH),
encargada de oxidar el grupo hidroxilo. Después de su oxidacion, el metanol genera
formaldehido, que es el compuesto toéxico para el organismo. En ocasiones, uno de los
tratamientos para prevenir la intoxicaciéon por metanol o alcoholes superiores implica el
consumo de mayores cantidades de etanol para aumentar la selectividad de la ADH por
este ultimo, o mediante la administracion de un antidoto especifico como el fomepizol [26]

2.3. Cromatografia de Gases.

La cromatografia de gases, una técnica que surgio en 1951 al hacer pasar una fase moévil
gaseosa a través de una columna, ha evolucionado desde entonces y se ha convertido
en un método ampliamente utilizado para separar los componentes volatiles y
semivolatiles de muestras. Desarrollada por Martin y James en 1952, esta técnica ofrece
altas resoluciones, sensibilidad y tiempos de analisis cortos, convirtiéndola en una
herramienta rutinaria en la mayoria de los laboratorios quimicos. En comparacién con la
cromatografia liquida, la cromatografia de gases tiene la ventaja de contar con detectores

mas universales, como el de ionizacién de llama [27]

La instrumentacion necesaria para la cromatografia de gases es mas sencilla y
econdémica que la utilizada en HPLC. Sin embargo, la cromatografia de gases presenta
limitaciones en casos de compuestos poco volatiles, sensibles a la temperatura o que se
encuentran en forma ionica. La influencia significativa de la temperatura en la distribucion
del equilibrio es una limitacion de la cromatografia de gases, a diferencia de la

cromatografia liquida. Por lo tanto, se utiliza cuando los componentes de la muestra son
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volétiles o semivoléatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400 °C
[27].

La cromatografia de gases se usa para confirmar la ausencia de un compuesto en una
muestra, comparando el cromatograma de la sustancia pura con el de la muestra, si las
condiciones son idénticas. Sin embargo, puede haber compuestos diferentes con el
mismo comportamiento cromatogréfico, lo que puede conducir a identificaciones
erroneas. Por lo tanto, las mejores técnicas de analisis cualitativo combinan la capacidad
de separacion de la cromatografia con la identificacion precisa de técnicas como la

espectroscopia de masas [27].

La cromatografia de gases también se utiliza para cuantificar la cantidad de componentes
individuales en una muestra, utlizando curvas de calibracion de patrones
correspondientes. Diferentes detectores basados en propiedades fisicas de los
componentes analizados se emplean para este propésito, siendo algunos universales y
otros mas selectivos. La espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases
puede actuar como un detector universal o mas especifico segun la seleccién de iones

de masa [27]
2.3.1. Parametros de andlisis en un cromatégrafo de gases.

Los parametros de analisis en un cromatografo de gases son fundamentales para
garantizar la precision y fiabilidad de los resultados obtenidos. Estos parametros incluyen
la eleccién del tipo de muestra a analizar, el volumen adecuado de muestra a inyectar y
la correcta preparacion de la muestra. La seleccion y optimizacion de estos parametros
depende del tipo de muestra y del objetivo del andlisis. Es importante tener en cuenta
gue estos parametros pueden variar entre diferentes equipos y métodos analiticos.

e Temperatura del horno: es la temperatura que se encuentra la columna
cromatografica. esta temperatura puede variar dependiendo de los compuestos
gue se estan analizando y de la separacién requerida.

e Temperatura del inyector: es importante ya que afecta la volatilidad de los

compuestos en la muestra y su capacidad de transferencia a la columna.
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Flujo de gas portador: el gas portador es el gas que se utiliza para transportar la
muestra a través de la columna. El flujo de gas portador debe ser ajustado para
garantizar una separacion eficiente de los componentes de la muestra.

Tipo de columna cromatogréfica: la eleccion del tipo de columna (por ejemplo,
columna capilar, columna de relleno) y su fase estacionaria (por ejemplo, polar, no
polar) depende de los compuestos que se estdn analizando y de la separacion
deseada.

Tiempo de retencion: es el tiempo que tarda un compuesto en pasar desde el punto
de inyeccion hasta el detector. Este parametro es util para identificar los
compuestos presentes en la muestra.

Detector utilizado: existen diferentes tipos de detectores como el detector de
ionizacién de llama (FID), detector de captura de electrones (ECD), detector de
espectrometria de masas (MSD), entre otros. La eleccion del detector depende de
la sensibilidad requerida y de los compuestos que se estan analizando.
Condiciones de deteccién: incluyen parametros como la temperatura del detector,
el flujo de gases de arrastre, la sensibilidad del detector, etc. Estos parametros
deben ser ajustados adecuadamente para garantizar una deteccion precisa de los
compuestos presentes en la muestra.

Calibracién del equipo: es importante realizar una calibracibn adecuada del
equipo utilizando estandares conocidos para cuantificar los compuestos presentes

en la muestra.

2.3.2. Metodologias cromatogréaficas para determinar metanol.

Se han investigado diversos trabajos que implementan metodologias cromatogréaficas

para la determinacion de metanol. Entre ellos, se destacan los estudios de Soufleros en

el aflo 2004, que se centran en la caracterizacion y evaluacion de la seguridad del

destilado de una fruta tradicional griega mediante el analisis de compuestos que otorgan

sabor a la bebida y minerales. También, aborda la produccion de alcohol a partir de

mucilago de café, caracterizando el alcohol obtenido mediante la identificacion de

algunos compuestos volatiles [21]
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A lo largo del tiempo, tanto la investigacion como las casas comerciales, han buscado
mejoras en la técnica cromatogréafica clasica. Se enfocaron en desarrollar nuevas fases
estacionarias, técnicas de inyeccion mejoradas y resultados mas reproducibles, para

perfeccionar la técnica en lo posible.

Resalta la importancia de establecer buenas condiciones cromatograficas para lograr una
buena resolucién en los cromatogramas. Factores como el modo de inyeccién, la rampa
de temperaturas en el horno y/o rampa de gas de arrastre, y el tipo de columna son
cruciales para alcanzar este objetivo. La introduccion de nuevas fases estacionarias,
como ultra inerte, ha solucionado problemas de estabilidad, disminuido el sangrado de la
fase estacionaria y mejorado la calidad de los resultados en los cromatogramas [21];.

En cuanto a las columnas utilizadas en cromatografia de gases, las mas comunes son
las capilares de columna tubular abierta de capa porosa y Columna tubular abierta de
pared recubierta. Estas columnas, caracterizadas por su fase estacionaria sobre la pared
de un tubo abierto de fibra de vidrio, han demostrado su eficacia, especialmente las de
mayor polaridad con fase estacionaria de 100% polietilenglicol. Para analizar ésteres, se
emplean columnas de menor polaridad, a menudo compuestas por 100%

dimetilpolisiloxano o modificaciones de 5% fenilmetilpolisiloxano [28].

La separacion cromatografica se optimiza ajustando las condiciones experimentales,
siendo la columna y la rampa de temperatura del horno los factores mas influyentes en
la resolucion. El disefio de experimentos se presenta como una herramienta estadistica
valiosa para identificar factores significativamente importantes y optimizar la respuesta
en base a esos factores. En la cromatografia de gases, donde la rampa de temperaturas
y el flujo de gas portador influyen en la resolucién de los picos y el tiempo de andlisis, el
disefio de experimentos puede ser una estrategia eficaz para la optimizacion de la

metodologia [28].
2.4. Validacion de metodologias analiticas

El objetivo de la validacion de una metodologia analitica es demostrar su idoneidad para

un propoésito especifico. Los métodos analiticos desarrollados en un laboratorio para
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obtener datos de composicion quimica de alimentos deben ser precisos y ejecutados por
técnicos competentes. Para garantizar la calidad de los resultados, se requiere un nivel
adecuado de calidad interna y externa en el laboratorio analitico. La calidad de los

resultados depende de la calidad de cada etapa del proceso analitico. [29].

La norma ISO 17025 establece que los laboratorios deben demostrar su capacidad para
generar resultados analiticos fiables y validarlos técnicamente. En este contexto, la
validacion se define como el proceso de confirmacibn mediante el examen y la
presentacion de evidencia objetiva de que cumplen los requisitos especificos para un uso
particular previsto. La validacion del método permite a los profesionales técnicos
demostrar que un método es apropiado para el propdsito previamente establecido [29].

2.4.1. Validacion.

Accion documentada, efectuada en concordancia con los principios de las Buenas
Practica de Manufactura y de laboratorio, que demuestran que los procedimientos,
procesos actividades o sistema empleados en la produccién y en el control de calidad,

son conducentes a los resultados dispuestos, dentro de los limites establecidos [20].
2.4.2. Especificidad; Selectividad.

La habilidad para analizar, medir e identificar de forma precisa y clara, tanto de manera
simultanea como por separado, los analitos de interés, sin que existan interferencias de
impurezas, productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras

sustancias previsibles en la matriz de la muestra o los insumos, es esencial [20].
2.4.3. Exactitud; veracidad.

La precision de un analisis se relaciona con el grado de concordancia entre los resultados
obtenidos y el valor real, o con qué tan cercanos estan los resultados al valor verdadero
segun el procedimiento utilizado. Este concepto se expresa matematicamente a través
de un error, que puede ser sistematico o de sesgo. Una menor presencia de sesgo indica
una mayor exactitud en los resultados, siendo crucial evaluar la exactitud de un método

de ensayo en su totalidad y no confundirla con la precision [30].
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2.4.4. Limite de Deteccién.

Es la menor concentracién de analito en una muestra que puede ser detectada por una

Gnica medicion, bajo las condiciones experimentales establecidas [30].
2.4.5. Limite de Cuantificacion.

Es la menor concentracion o cantidad de analito de una muestra que puede determinarse
con precision y exactitud bajo las condiciones experimentales establecidas. Parametro
gue solo sera incluido en la determinacion de impurezas y/ o productos de degradacion
[30].

2.4.6. Linealidad.

La linealidad de un método de ensayo es su capacidad para obtener resultados de prueba
gue sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion
matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo dado
[31].

2.4.7. Precision.

Es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de, ensayos
efectuados sobre una muestra homogénea o, expresado en otra forma, la distribucién de
los valores analiticos alrededor de la media. Dentro del término precision del método se

pueden distinguir tres tipos de estudios [32].

e Repetibilidad: La Repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones
de operacion en un periodo corto de tiempo (misma muestra, mismo analista,
mismo laboratorio, mismo equipo, mismo dia, etc.)

e Reproducibilidad: La reproducibilidad implica la ejecucion del procedimiento o
meétodo analitico en diversos laboratorios, como puede ser el caso de un estudio
colaborativo. Su representacion se realiza empleando los mismos parametros

matematicos utilizaos para describir la repetibilidad [24].
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e Precision intermedia: La precision intermedia expresas la variacion dentro de un
laboratorio por ejemplo en diferentes dias, con diferentes analistas o con equipo

diferente dentro del mismo laboratorio, con la misma muestra homogénea [20].
2.4.8. Incertidumbre.

La Guia para la Expresion de la Incertidumbre de la Medida define a la incertidumbre
como “Parametro asociado al resultado de una medida, que caracteriza la dispersion de
los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al mensurando”. CITA17025
Mientras que en el vocabulario internacional de metrologia VIM, se la define como:
‘parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un

mensurando, a partir de la informacion que se utiliza” [33].

La incertidumbre de un resultado puede surgir de algunas posibles fuentes, siendo
algunos ejemplos: la definicion incompleta del mensurando, el muestreo, efectos de
matriz e interferencias, condiciones ambientales, incertidumbres de equipos masicos o
volumétricos, valores de referencia, aproximaciones y asunciones incorporadas en el

método de medida y procedimiento, y variaciones aleatorias.

Magnitudes de Entrada y Magnitudes de Influencia. Las magnitudes de entrada son

aguellas que sin ser el mensurando son parte del valor del mensurando o lo afectan [33].

2.5. Consideraciones de interés en las Normas Técnicas Ecuatorianas (NTE
INEN)

Entre las normas técnicas ecuatorianas vinculadas al proceso de determinacién del
metanol en alcohol etilico, su determinacion, requisitos, y términos de interés que ayudan

a una mejor comprension del método, se encuentran:

e Bebidas alcohdlicas. Determinacion de producto congéneres por cromatografia de
gases. NTE INEN 2014
e Bebidas alcoholicas. Alcohol etilico de origen agricola. Requisitos. NTE INEN 375.

e Bebidas alcohdlicas. Términos y Definiciones NTE INEN 338.
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La norma técnica NTE INEN 2014, destaca que una bebida alcohdlica se obtiene
mediante la fermentacion alcohdlica, la destilacion de los productos de esta fermentacion
o la mezcla de sustancias resultantes de dichos procesos, ademas menciona que puede
contener diversos ingredientes y, aunque no se le atribuyen propiedades terapéuticas,

debe ser apta para el consumo humano [34].

Indica, ademas, que una bebida alcohdlica es un destilado especial cuyo proceso se hace
con una rectificacion parcial con el fin de obtener un destilado con caracteristicas que
suelen acusar su origen. En virtud de ello, el afiejamiento es el proceso que consiste en
dejar desarrollar naturalmente en recipientes apropiados, ciertas reacciones quimicas

que confieren a la bebida cualidades organolépticas particulares del producto.

Dentro de esas reacciones, se forman los Congéneres, los mismos que son sustancias
volatiles naturales, diferentes a los alcoholes etilico y metilico, las cuales provienen de
las materias primas empleadas o que se han originado durante el proceso de elaboracion
de la bebida alcohdélica. Otro producto de obtencion, es el Mosto, el cual es todo sustrato
fermentable, obtenido a partir de frutas, cereales o de otros productos naturales; ricos en
carbohidratos susceptibles de transformarse en etanol, mediante procesos fisicoquimicos

o0 bioquimicos [34].

Entre los términos y definiciones de esta misma normativa, se encuentra el Alcohol etilico
de origen agricola, definiéndose como “un producto obtenido a través del proceso de
destilacién y purificacion de mostos generados Unicamente por la fermentacién alcoholica
de materias primas agricolas con contenido de azucar o almidon, ademas de la

rectificacion de aguardientes o destilados alcoholicos simples”.

El alcohol etilico de origen agricola se clasifica en: Alcohol extraneutro, que presenta un
grado alcohdlico minimo de 96 % de fraccién volumétrica con un contenido total de
congéneres que se muestra en la tabla 1. Alcohol neutro, con un grado alcohélico minimo
de 95 % de fraccion volumétrica y cuyo contenido total de congéneres se presenta en la
tabla I.
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Independientemente de su clasificacion, el alcohol etilico de origen agricola debe reunir

los siguientes criterios:

e Mostrar una apariencia clara e incolora.

e No contener sabores ni olores no caracteristicos.

e Cumplir con los estandares fisicos y quimicos establecidos en la tabla |.

TABLA |

REQUISITOS FisicOs Y QUIMICOS PARA EL ALCOHOL ETiLICO DE ORIGEN AGRICOLA

Alcohol

Alcohol

- : etilico etilico Método de
Requisito Unidad extraneutro neutro ensayo
Min. | Max. | Min. | Méx.
Alcohol, fraccion % 96 - 95 - NTE INEN 340
volumétrica
Acidez total, como | a0 emiy | - | 15 | - | 30 | NTEINEN 341
acetato de etilo
Esteres, como acetato | /100 cm? () 13 - | 50 | NTEINEN 2014
de etilo
Aldehido como mg/ 100 cm? (¥) 0,2 - 2,0 | NTEINEN 2014
metanol
Furfural mg/ 100 cm? (*) - 0,01 - 0,01 | NTE INEN 2014
Metanol mg/ 100 cm3 (¥) - 1,5 10,0 | NTE INEN 2014
Alcoholes superiores | 1/ 100 cm? (¥) - 0,7 - 3,0 | NTEINEN 2014
* El volumen de 100 cm?® corresponde el alcohol absoluto.

** | os alcoholes superiores comprenden: Isopropanol, propanol, isobutanol, isoamilico,
amilico.
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CAPITULO 3

3.1 Enfoque de la investigacion
3.2 Tipo de investigacion

Se realizé un estudio experimental, cuantitativo y documental para alcanzar los objetivos
establecidos, obteniendo datos medibles. Este estudio permitié estandarizar un método
para la cuantificacion de la concentracion de metanol, un producto congénere o
adulterante de bebidas alcohdlicas, utilizando la cromatografia de gases con FID como
herramienta de analisis. El principio basico de la cromatografia de gases implica la
evaluacion comparativa de las areas o alturas de los picos del analito con respecto a uno
0 mas patrones. En condiciones controladas, se observa que ambos parametros pueden
experimentar variaciones en funcion de la concentracion. Se realizd6 una exhaustiva
revision bibliogréafica para recopilar informacién sobre estudios previos relacionados con

el tema de investigacion.

3.2.1. Variables
3.2.1.1. Variable Independiente

e Concentracion de metanol en las muestras.
3.2.1.2. Variables Dependiente
e Areas de cromatogramas como respuesta del detector.

3.2.2. Recursos

3.2.2.2 Materiales, equipos y reactivos

El agua utilizada fue agua desionizada de calidad analitica con una conductividad menor

a 1 us/cm? cumpliendo con las especificaciones.

Los reactivos fueron de calidad cromatogréfica, el acetaldehido se almacené protegido

de la luz a una temperatura inferior a 5°C; los demas reactivos fueron almacenados a
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temperatura ambiente. Todas las soluciones fueron conservadas en refrigeracion.

TABLA I
MATERIAL UTILIZADO EN LOS PROCEDIMIENTOS

. Denominacion Cantidad Marca
Material
(ml)
Matraz aforado 25 6 PYREX®
Matraz aforado S0 4 PYREX®
Matraz aforado 100 4 PYREX®
Matraz aforado 1000 2 PYREX®
500 2 PYREX®

Probeta graduada

Nota: Denominacién y cantidad del material utilizado.

TABLA 1l
EQUIPOS UTILIZADOS EN LOS PROCEDIMIENTOS

Equipos y accesorios Marca
Micropipeta 100-1000 pL Transferpette BRAND
Densimetro digital DMA 4500M
Balanza analitica Sartorius
Jeringa Agilent Technologies
Cromatdégrafo de gases Agilent Technologies 7890B
Autoinyector de muestras liquidas (ALS) Agilent Technologies 7890B
Columna Capilar Agilent
Autosampler Agilent 7693A y PAL3
Viales de 2.0 mi Agilent Technologies 7890B

Nota: Equipos y accesorios utilizados en el procedimiento

El material volumétrico (ver tabla 2), los equipos y accesorios de la tabla 3, fueron
calibrados por una compafiia acreditada por el SAE en estos parametros, los

certificados de calibracién se muestran en el Anexo B.
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TABLA IV
REACTIVOS Y MRC UTILIZADOS EN LOS PROCEDIMIENTOS.

Reactivos* Pureza Marca Punto de ebullicion
Metanol G.R. 99,5 Sigma - Aldrich 64,7°C
Metanol MRC 99,9 CPA CHEM 64°C
1-butanol G.R 99,8 Supelco 117,7°C
1-butanol MRC 97,9 CPA CHEM 117°C
Acetaldehido G.R 99.0 Sigma - Aldrich 20.2°C
Alcohol Etilico G.R 99,9 Supelco 78°C
Etanol 96.0 SODERAL S.A 78,4°C
Agua Desionizada N.A. 100,0°C

*Los nombres de los reactivos corresponden a sus nombres comerciales.

Nota: G.R: grado reactivo; MRC: material de referencia certificado, N.A: no aplica.

3.2.3. Métodos y técnicas

3.2.3.1. Técnicas para andlisis de Alcohol

A continuacion, se presenta un diagrama de flujo para la estandarizacién de los
parametros de validacion de un método analitico para la cuantificacién de metanol
en alcohol etilico extraneutro mediante cromatografia de gases, siguiendo
directrices de la norma NTE INEN 2014 en el laboratorio de calidad de SODERAL
S.A.
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Diagrama de flujo de proceso de cuantificacion del metanol
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Fig. 3.1.Diagrama de flujo de cuantificacion de metanol.

Cuantificacion de
metanol por GC




3.2.4. Preparacion de soluciones estandar.
3.2.4.1. Solucioén de etanol al 40 % (fraccion de volumen)

Para la elaboracion de esta solucion, se colocaron 400 ml de alcohol etilico grado
reactivo libre de metanol en un matraz de 1000 ml, completando el volumen del

matraz con agua desionizada.
3.2.4.2. Solucion patrén inicial A

Para preparar esta solucion se pes6 un matraz aforado vacio de 25 ml de
capacidad y se agreg6 15 ml de solucién de etanol para reducir al maximo la
evaporacion de los componentes, luego se agregaron 0.25 ml de metanol y se
enraso con la solucion de etanol mezclandose cuidadosamente. Se midio la

masa del matraz, vacio, tras la adicién del metanol, y la masa final total.
3.2.4.3. Solucioén patron interno B

Para preparar esta solucion se pesé un matraz aforado vacio de 100 ml y se
agregé 80 ml de solucién etanol con el propésito de reducir al maximo la
evaporacion de los componentes, luego se agregé 1.0 ml de 1-butanol (patron
interno) enrasando con la solucién de etanol y mezclando cuidadosamente. Se

midio la masa del matraz vacio, tras afiadir el 1-butanol, y la masa final total.
3.3. Implementacion del método analitico
3.3.1. Preparaciéon de la muestra

Se colocaron 40 ml de la muestra y se llevé a 100 ml con agua desionizada en
una probeta graduada con tapa esmerilada, luego con una micropipeta se
extrajeron 2 ml de la solucidon en la probeta para afiadir 2ml de la solucion de
patron interno. Las muestras fueron almacenadas a una temperatura inferior a
5°C antes de su analisis para reducir al maximo la pérdida de sustancias

volatiles.
3.3.2. Preparacion del blanco

Para preparar el blanco se coloco en una probeta graduada con tapa esmerilada,
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100 ml de solucion de etanol al 40%(v/v), se extrajeron con una micropipeta 2 mi
y luego se afiadieron 2ml de la solucion de patron interno. Se homogenizo el
contenido realizando por lo menos 20 inversiones. Almacenandose a una
temperatura inferior a 5°C antes de su analisis para reducir al maximo la pérdida

de sustancias volatiles.

3.3. Verificacion de método analitico.

Para el desarrollo de este capitulo se disefio el siguiente esquema de proceso,

con el cual se desarroll6 el proceso de validacion.

( N 4 N ( N
Enfoque de la Métodos y Validacion del Tratamiento
investigacion técnicas metodo de datos

\. — J \\ — y, _ \ _ y

JEEE RN ¥ ¥

Tipo de Recursos \ Selectividad ) Analisis
investigacion ) ¥ B | estadisticos

p ¥ N Preparacion de Esél:d'o del . .

: anco .
Definicién de . sol. Estandares | . ! y Fln_al dg,la
variables ‘ . \ validacion. )

\ ’ J e \ LD Yy LC

r \ Toma de )

Técnica analitica muestras ! \

L J L ) Linealidad

¥ T

Preparacion de la Intervalo de
muestra | trabajo
v ¥
( B h Exactitud
Preparacion del . J

blanco . !

N\ ¥ / Repetibilidad

( ) '
Relacion de p N
congéneres Precision

\. - \ intermedia

Fig. 3.2 Verificacion de método analitico.
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3.4.1. Preparacion de las soluciones patrones de linealidad
Preparacion de solucién patron de linealidad (PSPL)
S10.1ml

Se peso un matraz aforado vacio de 100 ml y agreg6 80 ml de solucién etanol, y
0.1 ml de la solucion A (SPIA) y 1 ml de la solucién B (SPIB) y se enras6 con
solucion de etanol y mezclando cuidadosamente. Se midid la masa del matraz,

vacio, después de la adicion del SPIA y SPIB, asi como la masa final total.
S2 0.5ml

Se peso6 un matraz aforado vacio de 100 ml y agregé 80 ml de solucién etanol, y
0.5 ml de la solucion A (SPIA) y 1 ml de la solucién B (SPIB) y se enras6 con
solucion de etanol y mezclando cuidadosamente. Se midio la masa del matraz,

vacio, después de la adicion del SPIA y SPIB, asi como la masa final total.
S3 1.0ml

Se pes6 un matraz aforado vacio de 100 mly se agregd 80 ml de solucion etanol,
luego 1 ml de la solucion A (SPIA) y 1 ml de la solucion B (SPIB) y se enraso6 con
solucion de etanol y mezclando cuidadosamente. Se midio la masa del matraz,

vacio, después de la adicion del SPIA y SPIB, asi como la masa final total.
S4 2.0ml

Se peso6 un matraz aforado vacio de 100 mly se agregé 80 ml de solucion etanol,
luego 2 ml de la solucion A (SPIA) y 1 ml de la solucion B (SPIB) y se enraso6 con
solucion de etanol y mezclando cuidadosamente. Se midid la masa del matraz,

vacio, después de la adicion del SPIA y SPIB, asi como la masa final total.

3.4.2. Diseio experimental de la Validacion del Método
3.4.3. Selectividad

Se realizaron corridas de cada analito por separado, para verificar los tiempos

de retencion y determinar posible interferencia.
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Dia 1. Analista 1 Analizo 6 veces de forma individual la muestra de alcohol que

contiene metanol.

Dia 1. Analista 1 Analizé 6 veces de forma individual la muestra de alcohol que

contiene acetaldehido.

Dia 2. Analista 1 Analizd 3 veces de forma individual una muestra de un mix de

metanol y acetaldehido.

Se aceptara como criterio de aceptacion el a > 1 de acuerdo a la férmula

siguiente.

_(tr)B—tm

= Ec(1
(trR)a—tm e

Donde,

tr= Tiempo de retencién.
tv= Tiempo muerto.

3.4.4. Estudio del blanco

Para el estudio del blanco se realizaron corridas por triplicado de una muestra
diluida de etanol grado HPLC (libre de metanol) al 40%.

El criterio de aceptacion del blanco fue que la sefial sea menor al limite de

deteccion del método.
3.4.5. Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC)

De acuerdo con la norma NTE INEN 2014:2018, en la elaboracién de la curva de
calibracion el estandar de menor concentracion es de alrededor de 1 mg/100ml,
lo cual hace prever que el limite de cuantificacion esta alrededor de este valor,
se realizaron 10 repeticiones de una solucion estandar de aproximadamente de
1 mg/100ml, en un mismo dia con un solo analista. Entre los criterios de
aceptacion: el porcentaje de recuperacion debe encontrarse entre 80-110%; v,
el coeficiente de variacion no debe sobrepasar el 7.3% de acuerdo a lo
establecido en la AOAC [35].
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Dia 3. Se realizaron 10 repeticiones en una concentracion aproximada de
1mg/100 ml.

Con los resultados de la desviacion estandar del grupo de datos se determiné el

limite de deteccién y de cuantificacion.

!

So= EC(Z)

30
Vn
LD=3*s',

LC = 10* s’

3.4.6. Linealidad

Se realiz6 la gréfica con estandares preparados con un blanco y 4 niveles de
metanol; ademas de un patron interno de 1-butanol, para la funcién respuesta se

tomaron las areas para cada una de las concentraciones.

Dia 4. Se realizaron tres curvas de calibracién analizando un blanco y cuatro
estandares con las siguientes concentraciones aproximadas 1, 5, 10, 20
mg/100ml. El criterio de aceptacion para cada una de las curvas es que su

regresion lineal obtenga un r2 > 0,99.

Los intervalos de confianza de los pardmetros b (ordenada al origen) y a

(pendiente de la curva) se calcularon de acuerdo a las siguientes ecuaciones.

attSa b+1tSb

t es la Student para n-2 grado de libertad y el nivel de significacion

correspondiente.
3.4.7. Exactitud

La veracidad del método se determiné por comparacion de la evaluacion
experimental en condiciones del laboratorio y de repetibilidad con el valor
asignado de un material de referencia certificado en concentraciones
aproximadamente de 1, 7.5y 15 mg/100ml. Sobre estos resultados se determiné

el % de recuperacion, siendo el criterio de aceptacion establecido de 80-110%
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para la concentracion de 1mg/100ml y de 90-107% para las concentraciones de
7.5y 15 mg/100ml, de acuerdo a lo establecido en la AOAC [35]

Dia 6. Se realizaron analisis por triplicado a una solucion de MRC en los tres

niveles establecidos.

TABLAV

RECUPERACION ESPERADA EN FUNCION A LA CONCENTRACION.

Fraccion de Media
Analito % masa (C) Unidad Recuperacion %
100 1 100% 98 — 102
10 10% 10%
1 1072 1% 97 — 103
0,1 103 0,1% 95 -105
0,01 10+ 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 10° 10 ppm (mg/kg)
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (pg/kg)
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60 — 115
0,0000001 10° 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Nota: Tabla del programa del método verificados por pares de la AOAC [35]

3.4.8. Repetibilidad.

Dia. 6 se realizaron analisis de una muestra de concentracion cercana 7,5
mg/100ml del metanol, de la cual se realizaron cuatro repeticiones por un mismo
analista en el mismo dia. Como criterio de aceptacion se utilizé el coeficiente de
variacion para repetibilidad que debe ser menor a 5.3%, de acuerdo a lo
establecido en la AOAC
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TABLA VI

PRECISION ESPERADA EN FUNCION A LA CONCENTRACION DEL ANALITO (REPETIBILIDAD).

Analito % Fraccion de masa Unidad RSDr %
100 (C1:) 100% 1,3
10 10? 10% 19
1 102 1% 2,7
0,1 103 0,1% 3,7
0,01 10* 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 7.3
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (ug/kg) 15
0,000001 108 10 ppb (ng/kg) 21
0,0000001 10° 1 ppb (ug/kg) 30

3.4.9. Precision Intermedia

Nota: Tabla del programa del método verificados por pares de la AOAC [35]

La precision intermedia del método se realiz6 mediante 6 determinaciones del

contenido de metanol de 3 muestras en concentracion cercana a 1, 7.5 y 15

mg/100 ml evaluadas en condiciones de laboratorio. Dias, 6,7, 8 un analista por

dia. Como criterios de aceptacion se utilizaron los coeficientes de variacion en

cada nivel, (nivel bajo 11% y niveles medio y alto 8%); ademas se realiz6 calculo

de ANOVA donde el F calculada es < al F critica.

DESVIACION ESTANDAR RELATIVA PREVISTA DE LA REPRODUCIBILIDAD

TABLA VII

Analito % Fraccion de masa (C) Unidad RSDR%
100 1 100% 2
10 10? 10% 3
1 102 1% 4
0,1 103 0,1% 6
0,01 10* 100 ppm (mg/kg) 8
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 11
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 16
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 22
0,000001 10 10 ppb (ug/kg) 32
0,0000001 10° 1 ppb (ug/kg) 45
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3.5. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos usados son: estadistica descriptiva, analisis de la
varianza, analisis de correlacion lineal. Para estos analisis se utilizé6 una hoja
de célculo de Excel para la interpretacién del resultado de la estadistica
inferencial, corroborando la validez de los célculos utilizando el software R

version 4.1.2., para las pruebas de significancia.
Ademas, se calculd la estimaciéon de la incertidumbre del método.
3.6. Incertidumbre

Para la determinacion de la incertidumbre asociada al analisis del metanol por
cromatografia de gases, se realizo6 la técnica del andlisis del Ishikawa, en la cual
se detallan los factores de influencia utilizando un diagrama de espina de

pescado (figura3.3). Tales como equipos, materiales, mano de obra y métodos.

DIAGRAMA ISHIKAWA

(o]

Balanza

Calibracion, Matraz

Deriva, Resolucion Aforados

Calibracidn
Micropipeta

Calibracion,

Deriva, Resolucion

VALIDACION DEL
METANOL

Preparacion de
muestra

Precision

Patrones
Reprod. De la

Pureza "
muestra
Curva de
Calibracion

Exactitud
%Rcp o Sesgo

Incertidumbre
MRC
Incertidumbre

Métodos | Mano de obra |

Fig. 3.2 Diagrama Ishikawa
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CAPITULO 4

4.1. Resultados.

Los datos alcanzados se basaron en el estudio, interpretacion y tabulacion de
los resultados obtenidos mediante los andlisis realizados en el laboratorio, con
meétodos estadisticos determinados de la revision bibliografica del método de

analisis y validacion, con los cuales se obtuvieron datos veraces.
4.1.1. Selectividad.

Se realizaron corridas de cada analito por separado, para verificar los tiempos
de retencion y determinar posible interferencia. El tiempo de retencion del
acetaldehido fue de 7,97 min y el del metanol fue de 8,16 min; y, el ancho de
banda fue de 0,538 min y 0,682 min, respectivamente. Al analizar con la mezcla
de acetaldehido y metanol, se obtiene tiempo de retencién 7,92 min para el
acetaldehido y 8,24 min para el metanol, similares a los obtenidos
individualmente; en el caso de los anchos de bandas se determinaron de 0,23
min para el acetaldehido y 0,32 min para el metanol. Al determinar la resolucion
del pico de acetaldehidos y metanol se obtuvo un factor de selectividad, alfa =

1,05; como se observa en la tabla VIII.
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DETERMINACION DEL TIEMPO DE RETENCION Y DE INTERFERENTES EN EL PARAMETRO DE SELECTIVIDAD

TABLA VI

Réplica  Resultado Tiempo Tiempo Whetanot  Resultado tiempo Tiempo Tiempo Wacetaldeni
fecha de tiempo de Inicial final Ancho deretencion Inicial final do Ancho
elaboracién retencion integracion integracién picoen ACETALDEHIDO integracion integracién  pico en
METANOL (min) (min) la base (min) (min) la base
(min) (min)
corridal 8,1420 8,10 8,30 0,20 7,874 7,82 8,07 0,25
2024-01-14 corrida2 8,2780 8,12 8,48 0,36 7,973 7,86 8,08 0,22
corrida3 8,2990 8,10 8,50 0,40 7,902 7,78 7,99 0,21
X 8,24 8,11 8,43 0,32 7,92 7,82 8,05 0,23
DS 0,09 0,05
Ccv 1,03 0,64

Nota: Resultados del tiempo de retencion del metanol y acetaldehido
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Factor de selectividad («)

_(8,24)g—0
(7,92)4—0

=1,05
=1,05>a1l

a = 1:los compuestos no estan separados.

a > 1: Los maximos de los picos cromatograficos estan separados.

4.1.2. Estudio del Blanco

Se realizé el andlisis bajo las condiciones de repetibilidad en un mismo dia, con
un solo analista; utilizando una solucién de etanol grado reactivo libre de
metanol. Los resultados reportan al metanol como no detectable, lo cual se

observa en la figura 4.4.

v 19.137

otals without ISTD(s) 0. 60000

S

v »

Fig. 4.4 Cromatografia Estudio del Blanco

4.1.3. Limite de deteccién (LD) y Limite de cuantificacién (LC).

La guia Eurachem, menciona que se puede determinar el LD Y LC para
cromatografias donde el blanco es igual a cero, con una fortificaciéon de una
baja concentracion del analito [33]. Luego de la determinacion de 10 réplicas
del estandar con concentraciéon de 1,044 mg/100 ml de metanol, Los
resultados obtenidos, porcentaje de recuperacion de 100,5%. LD de 0,04
mg/100mly un LC de 0,12 mg/100ml de metanol reportados en la tabla IX, lo
cual es también a partir de datos de la curva de calibrado con el estandar

bajo que la norma NTE INEN 2014 utilizada para la curva de calibracién.
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TABLA IX

DETERMINACION DE LOS LIiMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

Estadistico Resultado
Desviacion estandar (s) 0,038
Desviacion estandar calculada(ss) 0,012
Promedio 1,049
%Recuperacion 100,5
% CV 3,61
LD =3*s"g 0,04
LC =10*s"o 0,12

Nota: Calculo estadistico para LD y LC a partir de una concentracién baja.

4.1.4. Linealidad.

Luego de realizar tres curvas de calibracion con un blanco y cuatro niveles de
concentracion se obtuvieron como resultados los valores b, a, r?, Sb y Sa que
corresponden a los estadisticos: pendiente de la curva, ordenada al origen,
coeficiente de determinacion, error de la pendiente y error de la ordenada al

origen, respectivamente, reportados en la tabla X.

TABLA X
ESTADISTICO DE LA ESTIMACION LINEAL DE TRES CURVAS DE ANALISIS DE METANOL POR

CROMATOGRAFIA DE GASES CON USO ESTANDAR INTERNO

Curvas de calibracién b a r? Sb Sa
Curval 2,3283 -0,6896 0,9979 0,0622 0,6770
Curva 2 2,3510 -0,7894  0,9972 0,0718 0,7815
Curva 3 2,3330 -0,6608 0,9977 0,0644 0,7006
Promedio 2,3374 -0,7132 0,9976 0,0661 0,7197

Nota: Resultado del calculo estadistico de la estimacién de tres curvas

Los resultados en la tabla X, presentan coeficientes de correlacion de r> mayor a
0,99 para todas las curvas de calibrado, cumpliendo asi con el objetivo de
validacion planteado inicialmente; lo que evidencia que existe una buena
correlacion entre la concentracion del metanol y la funcién respuesta del equipo;

ademas, los resultados de b, a, r?, Sa y Sb, fueron usados para calcular limites,
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superior e inferior, tanto para la pendiente (b) como para la ordenada al origen

(a).

Los limites superior e inferior para la pendiente, ordenada al origen y coeficiente
de determinacion detallados en la tabla Xl, permitieron generar una tabla de
control de datos respecto a las curvas de trabajo que se aceptan para continuar
el analisis, esto se realiz6 con los valores promedios de Sb y Sa y un valor de t-
student critica para dos grados de libertad a un 95% de probabilidad, la cual es

de 4,3027, obteniéndose valores de t calculada Sb y Sa,

TABLA XI
LiIMITES SUPERIOR E INFERIOR DE LOS ESTADISTICOS b, a Y r2 EN LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL

ANALISIS DE METANOL POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Limites b A r
Limite superior 2,62200 2,38330 0,99760
Limite inferior 2,05282 -3,80980 0,99721

Nota: Promedios y limite superior e inferior de b, a yr?

4.1.5. Exactitud.

La determinacion de exactitud resulto de la determinacion de tres soluciones con
concentracion conocida de metanol de un MRC, cuyos valores tedéricos fueron
de 1,044 mg/100ml; 7,830 mg/100ml y 15,660mg/100ml, siendo los valores
reales obtenidos luego de su analisis: 1,056 mg/100ml; 7,504 mg/100mly 15,008
mg/100ml, con porcentajes de recuperacion de 101,1%; 95,83% y 95,84%
respectivamente, como se muestra en la tabla Xll; lo cual indica que los valores
obtenidos presentan un porcentaje de recuperacion dentro de los valores
establecido en el objetivo de validacion, los mismos que fueron: para el nivel bajo
de (80 a 110) % y para el nivel medio y alto de (90 a 107) % [35], cumpliendo
con el criterio establecido para la veracidad del método de determinaciéon de

metanol por cromatografia de gases.
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TABLA Xl

DETERMINACION DE LA EXACTITUD.

Contenido de metanol (mg/100ml)

Muestra: Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
SB243.1000
Promedio 1,056 7,504 15,008
DS 0,060 0,028 0,116
% CV 5,7 0,4 0,8
% Recuperacion 101,1 95,83 95,84

Nota: Estimacién de la exactitud en tres niveles bajo, medio y alto

4.1.6. Repetibilidad

En el parametro de repetibilidad se obtuvieron los siguientes resultados: en el
nivel bajo, un promedio de 1,109 mg/100ml de metanol, con un CV de 2,32%; en
el nivel medio 7,436 mg/100ml, con un CV de 0,37%; y para el nivel alto 14,242
mg/100ml, con un CV de 0,27%, siendo el estadistico de interés para esta prueba
el % de Coeficiente de Variacion, el cual determina la dispersion de los datos
respecto al promedio obtenido, por tanto un coeficiente de variacion bajo seria
presumible de una buena respuesta, no obstante, para corroborar esta
afirmacién, los datos obtenidos fueron comparados con lo establecido por la
normativa AOAC [35] en cada rango de concentracién, como lo muestra la tabla
VI, para determinar su validez, demostrando el cumplimiento de la repetibilidad

de la respuesta en cada nivel.
4.1.7 Precision Intermedia

En cuanto a la reproducibilidad la concentracion de metanol en una muestra de
alcohol etilico extraneutro, la concentracion promedia obtenido por tres analistas,
con cuatro repeticiones, fue de 1,119 mg/100ml; 7,397 mg/100ml y 14,284
mg/100ml de metanol, con coeficientes de variacion como respuesta para los
tres analistas de 1,61%; 0,64% y 0,44% en los niveles bajo, medio y alto

respectivamente, cumpliendo con lo establecido en la normativa AOAC [35]

Consecutivamente se realiz6 el analisis de la varianza de un factor a la muestra
de etanol etilico rectificado extraneutro, con lo que se obtienen los siguientes
resultados: en el nivel bajo un valor de F = 0,89 siendo este menor a la F critica.

Resultado que se repite en los niveles medio y alto, en donde se obtuvo un F =
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3,18 para el nivel medio y F = 0,89 para el nivel alto, todos valores menores al F

critica = 4,26, lo cual indica que no existen diferencias significativas entre grupos,

es decir, entre los analistas, corroborando la reproducibilidad de las mediciones

en condiciones controladas.

Criterio que se ratifica con el valor de la probabilidad, el cual es de 0,443 para el

nivel bajo; 0,090 para el nivel medio y 0,238 para el nivel alto, nuevamente todos

inferiores al valor de probabilidad de 0,5; con lo que se concluye que las

diferencias entre grupos no son significativas.

TABLA Xl

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR: NIVEL BAJO

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
Analista MO 4 4,435 1,109 0,0007
Analista GE 4 4,496 1,124 0,0002
Analista FM 4 4,493 1,123 0,0001
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de . Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,0006 2 0,00029 0,89 0,443 4,26
Dentro de los grupos 0,0030 9 0,00033
Total 0,0036 11
TABLA XIV
ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR: NIVEL MEDIO

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista MO 4 29,75 7,436 0,0008
Analista GE 4 29,56 7,389 0,0033
Analista FM 4 29,46 7,366 0,0008
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de . Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0,010 2 0,0052 3,18 0,090 4,26
Dentro de los grupos 0,015 9 0,0016
Total 0,025 11
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TABLA XV
ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR: NIVEL ALTO

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista MO 4 56,966 14,242 0,0015
Analista GE 4 57,179 14,295 0,0046
Analista FM 4 57,268 14,317 0,0046
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de . Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,012 2 0,0060 1,69 0,238 4,26
Dentro de los grupos 0,032 9 0,0036
Total 0,044 11

4.1.7. Incertidumbre.

En el presente estudio para la estimacién de la incertidumbre del método fueron

cuantificadas cada una de las fuentes de incertidumbre identificadas, utilizando

los datos obtenidos en los analisis de laboratorio para la validacion de la

metodologia del metanol en alcohol etilico extraneutro, para cada nivel de

trabajo.

DETERMINACION DE INCERTIDUMBRE. MUESTRA DE NIVEL BAJO

TABLA XVI

Factores de Ui Uc HC u MRI-1 %U
influencia
Equipos 0,015 0,00023
Materiales 0,088 0,00781
Método 0,011 0,00013 0,093 0,187 1,119 8,35
0,024 0,00057

Mano de obra
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TABLA XVII

DETERMINACION DE INCERTIDUMBRE: MUESTRA DE NIVEL MEDIO

Factores de

. . Ui Uc pec U MRI-1 %U
influencia
Equipos 0,015 0,00023
Materiales 0,088 0,00781
Método 0,045 0,00204 0,105 0,209 7,397 1,41
Mano de obra 0,029 0,00086
TABLA XVIII
DETERMINACION DE INCERTIDUMBRE: MUESTRA DE NIVEL ALTO
Factores de Uc e U MRI-1 %U
influencia
Equipos 0,015 0,00023
Materiales 0,088 0,00781
Método 0084 000712 0411 0261 14284 0091
Mano de obra 0,044 0,00191
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5.1

CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

El laboratorio de control de calidad de SODERAL genero, implemento y
adecuo a sus condiciones el procedimiento especifico de ensayo para la
determinacion de metanol en matriz alcohol etilico rectificado extraneutro
(GT.PR.SOD.PEEMAE.01) basadndose en la Norma NTE INEN 2014, y en
los resultados del estudio de validacién del método, resultados que

demostraron la eficacia del control.

Se establecieron los parametros de validacion y los criterios de aceptacion
de la selectividad, limites de deteccion y cuantificacion, linealidad,
veracidad, repetibilidad, precision intermedia e intervalo de trabajo, los

cuales se evidencian en el plan de validacién. (Apéndice H)

El presente estudio permitié la ejecucion de una validacion del método
para la determinacion de metanol en el alcohol etilico rectificado

extraneutro, mediante el analisis cromatografico, donde se obtuvo un

0=1,05 demostrando la selectividad.

Los resultados de la validacion del método determinaron que el método

esta validado de acuerdo con los resultados obtenidos de selectividad con
un 0=1,05, con un limite de deteccion de 0.04 mg/100ml, limite de

cuantificacion de 0.12 mg/100ml, siendo menor a 1.5 mg/100ml
establecido como maximo permitido en la norma NTE INEN 375:2018. La
linealidad con un r? de 0.9976, con un % de recuperacion de 101.1, 95.8
y 95.8 para los niveles bajo, medio y alto respectivamente, de igual
manera, la repetibilidad y precision intermedia cumplieron con lo
establecido, en el nivel bajo CV de 2.32%; en el nivel medio CV de 0.37%;
y para el nivel alto CV de 0.27%, siendo el % de CV obtenido menor al

establecido por la normativa en cada rango de concentracion y la precision
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intermedia de un andlisis de ANOVA se obtuvo f calculada de 0.89, 3.18
y 1.69 para concentraciones baja, media y alta respectivamente, siendo
la f tabulada de 4.26, lo que indica que no existen diferencias significativas

para tres analistas en tres dias diferentes.

Los resultados de los parametros de validacion fueron analizados
estadisticamente mediante Excel y para la precision ademas se corroboro

con el programa Rstudio.

La determinacion de las fuentes de incertidumbre se realiza utilizando el
método de Ischikawa, las cuales se expresan como incertidumbres
estandar, posteriormente se realizé el calculo de la incertidumbre
combinada y finalmente utilizando el factor de cobertura k=2 se obtiene la

incertidumbre expandida, la cual se usara en los certificados de ensayo.

5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda validar los otros compuestos que se encuentran en el
alcohol etilico extraneutro y que estan normados de acuerdo a la NTE
INEN 375:2018 que son: ésteres como acetato de etilo, aldehidos como

etanal, furfural y alcoholes superiores.
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CAPITULO 7

Apéndices y Anexos.

Apéndice A: Selectividad.

Sociedad de Destilaciéon de Alcoholes S.A.

Cddigo: GT.PL.SOD.RVM.01

Version: 01

Resultados de verificacién de

Fecha Edicion: 23-11-06

PARAMETROS EVALUADOS
Tiempo Inicial | Tiempofinal | W0 Ancho
. i, Resultado tiempode | . . . . .
fecha de elaboracién Réplica ANALISTA 1 retencion integracion integracion pico en labase
(min) (min) (min)
corrida 1 8,1490 7,85 8,55 0,70
corrida 2 8,1970 7,89 853 0,64
2024-01-14 corrida 3 MO 8,1660 7,85 8,55 0,70
corrida 4 8,1440 1,81 8,50 0,63
corrida 5 8,1490 783 857 0,74
X 8,16 7,858 8,54 0,682
DS 0,02
v 0,27
Tiempo Inicial | Tiempo final | W, cigetico ANCho
. i, Resultado tiempode | . 12 . . .
fecha de elaboracidn Réplica ANALISTA 1 retencion integracion | integracion pico en labase
(min) (min) (min)
corrida 1 7,9520 7,55 815 0,6
corrida 2 8,0010 7,59 815 0,56
2024-01-14 corrida 3 MO 7,9560 7,65 816 0,51
corrida 4 7,9600 71,63 819 0,56
corrida 5 8,0050 7,70 8,16 0,46
X 1,97 1,624 8,162 0,538
DS 0,03
v 0,33
METANOL
Tiempo Inicial | Tiempofinal | WiyeanqANChO | Resuitado tiempo de | Tiempo Inicial ) W, cetaigetico ANCho
” - Resultado tiempode | . " . " . ¥ ) N Tiempo final )
fecha de elaboracién Réplica ANALISTA1 retencidn METANOL integracion | integracion | pico enlabase retencion integracion integracion [min) pico en labase
(min) (min) (min) ACETALDEHIDO (min) (min)
corrida 1 8,1420 810 830 0,20 1,874 1,8 8,07 0,25
2024-01-14 corrida 2 MO 8,2780 812 8,48 036 7973 786 8,08 022
corrida 3 8,2990 8,10 8,50 0,40 7,902 7,78 7,99 0,21
X 8,24 811 843 0,320 792 782 8,05 0,227
DS 0,09 0,05
v 1,03 0,64
(8.24)g-0
t=—— =105
(792)4-0
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Apéndice B: Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Sociedad de Destilacion de Alcoholes S.A.

Cédigo: GT.PL.SOD.RVM.01

Version: 01

Resultados de verificacion de "Determinacion de Contenido de Metanol en Alcohol Etilico Rectificado Extraneutro”.

Fecha Edicion: 23-11-06

1. METODO DEENSAYO Y REFERENCIA

NTEINEN 2014

INTERNO GT.PRSOD.RVML REFERENCIA
TIPO VALIDACION VERIFICACION X
2. RESULTADOS
PARAMETRO UMTEDEDETCEON RESPONSABLE MARTA ORTIZ
LIMITE DE CUANTIFICACION
Informacion general:
Esténdar utilizado: Metanol % Recuperacion: 802110
Concelracion: 100% v 5%
Densidad 09487 g/ml
Matriz: Alcohol etflico
TABLA RESULTADOS PRIMARIOS
Concetracion estandar; 1,044| me/100m|
, . Resultados Estadisticos:
Nimero de repeticiones
mg/100m|
1 100t Estadistico Resultado
2 1120 Desviacion esténdar (s) 0
3 1,046 Desviacion estandar calculada(se) | 0,012
4 1034 Promedio 1,049
5 1,064 YRecuperacion 1005
b 1007 1OV 36
1 1,028 D=3, 0,04
8 1088 LC=10, 01 o5
: 100 L
10 1,005
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Signal 1: FID1 A, Front Signal

Area Amt/Area Amount

Signal 1: FID1 A, Front Signal

Name

FetTime Type ISTD i ; Grp RetTime Type ISTD  Area  Ant/Ares  Amount Grp  Name
[min] \ illi-tdl [pA®s] I ratio Img.!:l.ee <4 ol [min] used [pa*s] ratie nef10e cc
| e e e e | o il T T T ] [ty USRS PSSR ey [P (Rem e,
7.8ER 1 - - - acetaldehido 3.p1a 1 _ ; - feataldehida
£.387 MM i 2.07816  12.08301 1.83668 Metanol 8.337 MM 1 318288 1299362 1.86351  Metanol
11.158 1 = = = Isopropanal 11.138 1 - . . Isopropancl
12.8E4 1 - - M-prapanal 12.884 1 - ) - N-propanal
13.724 1 2 “ Esteres 13.724 i - - - Esteres
14.563 L 4 = 3 lsobuzamal 14 543 1 - = - Isobutanol
15.481 MM I 1 16.81919 1.2eaal 1.e2aas ISTD . 15.305 MM 1 1 25.474p4 1.006008 1.poR0G 1STD
16.668 1 ; 2 s Iscanilico 16 668 1 - - - Isoamilico
17.265 .. = 8 At B 17.165 T - - - Amilico
18.137 1 - - Furfura 18.137 1 - - - Furfural
Totals without ISTD(s) : 1.82888 Totals without ISTD(s) 1.86351
Signal 1: FID1 A, Front Signal
o Signal 1: FID1 A, Front Signal
RetTime Type ISTD Area Amt/Area Ampunt  Grp  Name
[min] used [pa*s] ratio wg 180 o RetTime Type ISTD Area Ant/fArea Amount  Grp  Name
____.__|______|____|__________|_____..___|__________|__|___________.. [min] used [pA*s] ratio mgS1es oo
8.018 1 - - - Acetaldehido "é';;;"“'""";"'“:"'“l"":'""[“":"“'"";;;;"1;]";;;""
8.317 MM 1 2.87561  12.98302 1.B2953 Metanol o ket o A i
11,138 1 - - - Isopropanol 11.180 1 i i ; Tsopropancl
12,834 1 - = N-propancl 12.884 1 - N-propanal
13.724 1 - - - Esteres 13.724 1 - - . Esteres
1e.542 : ) i ) Zsebutanol 1:;:; oI : 25.09598  1.00098 o000e ;;:mm
- . . 1.
15.391 MM 1 1 26.81356 1.80820  1.08000 ST B i . . R Teoamilica
16.668 1 - - - Iscanilico 17,265 i - . Axilico
17.265 1 - - ardlico 18,137 1 - - Furfural
19,137 1 - - - Furfural
Totals without ISTD(s) : 1.80526
Totals withewt ISTO(s) @ 1.82953
Signal 1: FIDL A, Front Signal Signal 1: FID1 A, Front Signal
RetTime Type ISTD Ares At /hrea Amount  Gep  Name ﬁet‘fime Type ISTD Area nmtfj-lr'ea Amount  Grp  Name
[min] used  [ph*s] ratio  mg/188 cc [min] uend. [pA*s] ratip  mg/l8@ cc
aas |..........|..|...r...-....-.
|||_|_|||n1h : . . P
3.8 i - - cetaldenido 8.235 MM 1 2.18047 12.88362  1.08828  Metanol
8.311 MM 1 2,11892 12.98380  1.87483  Metanol 11,188 1 - B R Isepropanal
11.188 1 . - - Isopropanol 12.884 1 - - - N-propanol
12.884 1 - - - N-propancl 13.724 1 - - - Esteres
13.724 1 - = - Esteres 14543 1 - - - Isobutanol
14.543 1 - - - Isebutancl 15,377 MM I 1 24.09484  1.0¢¢80  1.0eeee  ISTD
15.366 M1 1 1 25.45588  1.8@06@  1.8888@  ISTD 16.668 1 3 x - Iscanilico
16.568 1 - - - Ispamilico 17.265 1 - - - amilico
17.365 1 N - N imilico 19,137 1 - - - Furfural
19.137 1 - - - Furfural
Totals without ISTD(s} : 1.88828
Totals without ISTD(s) : 1.87483
Signal 1: FID1 A, Front Signal
Signal 1: FIDL A, Front Signal 8 3 TR
RetTime Type ISTD  Area Ant/Area  Amount  Grp  Name
RetTime Type ISTD  Area AMt/Area  Amount  Grp Name [rin] used [pAts] ratic  ng/100 cc
used [pA*s] ratie  mp/le@ cc T
"';l"""""l"" "|"""""I"I';;;_;;i;;';;;" 8.847 1 - - . Acetaldehido
) : ° 8.713 MM 1 2.49585 12,9032  1.12013  Metanol
1 2.27636  12.90380  1.84827 I;!etanol ) 1,188 - : i ESGEREREL
\ ) ) : “pfm’": 12,984 R - N-propancl
s REpRopen 13.724 y = g Esteres
1 - - Esteres 14,583 1 e = - Isobutanol
e e s i g = g TEciutannl 15.385 MM 1 1 28.78851  1.6e809  1.80088  ISTD
i + 4 28.87255 1. panae 1. 008 ISTD - 16,668 1 _ N . Tacuallics
:.55 1 - - - Is::.\:lj: (=] 17.265 1 - S - Amilico
3420 oo . . AnLlico 19,137 1 - . : Furfural
19.137 1 - - - Furfural
Totals without ISTD{s) : 1.12818
Totals without ISTD(s) : 1.04627
Signal 1: FID1 A, Front Signal Sigral 1: FICL A, Front Signal
RetTime Type ISTD  Area Amt/Area  Amount  Grp  Name REtTill'e Type ISTD  Area Ant/area Amount  Grp Name
[min] used [pA*s] ratic  ng/188 cc [mdn] used [pA*s] ratio  mRS1e@ o
SRR TR Il plsRRY P i I e L Bt E B D i bt O B
2.847 1 - - - acetaldehida 4.e18 1 - - - Acetaldehido
3,225 MM 1 2.24137  12.50382 1.80068 Matanol 8.225 MM 1 1.94741 12,9382 1.062837 Metanal
11,188 i 3 E 2 Isopropancl 11.188 1 - - - Isopropanal
12.884 1 - - - N-propanal 12.884 1 = : N-propanel
13,724 1 - - - Estares 13.723 1 2 o = Esteres
14,543 1 & - = Isobutancl 14.543 1 - = - Isobutanol
15.38@ MM 1 1 28.93477  1.@@@80  1.Beesd  ISTD 15.376 M4 I 1 24.4343%  1.00038  1.9PRA@  ISTD
16,668 1 - - - Isoamilice 16.668 1 £ & L Isoanilica
17.265 1 & B - Amilico 17.265 1 - - - Anilice
19,137 1 - - - Furfural 19.137 1 & 5 Furfural
Totals without ISTD(s) : 1.00068 Totals without ISTD(s) : 1.82517
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Apéndice C: Linealidad

Sociedad de Destilacion de Alcoholes S.A.

Cédigo: GT.PL.SOD.RVM.01

Version: 01

Resultados de verificacion de "Determinacion de Contenido de Metanol en Alcohol Etilico Rectificado Extraneutro".

Fecha Edicion: 23-11-06

1. METODO DE ENSAYO Y REFERENCIA

INTERNO GT.PR.SOD.RVM.01 REFERENCIA NTE INEN 2014
TIPO VALIDACION | VERIFICACION X
2. RESULTADOS
PARAMETRO LINEALIDAD RESPONSABLE Maria Ortiz
Nivel: RANGO DE TRABAJO
TABLA RESULTADOS PRIMARIOS
Estandares Volumen (ml) Peso (g) Concentracion (ug/g)
Blanco 0,00 0,0000 0,00
Estandar 1 0,10 0,1097 8,15
Estandar 2 0,50 0,5267 39,10
Estdndar 3 1,00 1,0265 76,23
Estandar 4 2,00 1,9951 148,25
Estandares Concentracion Area Curva de calibracién ESTIMACION LINEAL
(mg/100ml
Blanco 0,00 0,0000 Coeficiente de determinacion R"2 0,997862311 |b 2,328271869| -0,689566017|a
Estandar 1 1,16 2,7273 Intercepcion -0,689566017 |sb 0,062217141|  0,676963865|sa
Estandar 2 4,20 8,0603 Pendiente 2,328271869 |¢? 0,997862311 1,10006346|syx
Estandar 3 10,50 22,7075 F 1400,384444, 3|GL
Estdndar 4 21,51 50,0681 suma de cuadrados 1694,660694 3,63041885|suma de cuadrados
Estandares Concentracion Area Curva de calibracién ESTIMACION LINEAL
(mg/100ml
Blanco 0,00 0,0000 Coeficiente de determinacién RA2 0,997207894 |b 2,350957284| -0,789387474|a
Estandar 1 1,16 2,7300 Intercepcion -0,789387474 |sb 0,071821957|  0,781470647|sa
Estandar 2 4,20 8,0177 Pendiente 2,350957284 |¢? 0,997207894|  1,269886546(syx
Estandar 3 10,50 22,5697 F 1071,457642, 3|GL
Estandar 4 21,51 50,5944 suma de cuadrados 1727,845281|  4,837835522|suma de cuadrados
, Concentracion . . L, .
Estdndares Area Curva de calibracién ESTIMACION LINEAL
(mg/100ml
Blanco 0,00 0,0000 Coeficiente de determinacion R\2 0,997720048 |b 2,332994829 -0,660790808|a
Estandar 1 1,16 2,7612 Intercepcion -0,660790808 |sb 0,064388993| 0,700595056|sa
Estandar 2 4,20 8,2897 Pendiente 2,332994829 | 0,997720048|  1,138464048|syx
Estandar 3 10,50 22,5584 F 1312,817286, 3|GL
Estandar 4 21,51 50,2742 suma de cuadrados 1701,542994|  3,888301163suma de cuadrados
3. CALCULOS MATEMATICOS Y ESTADISTICOS (Incluir las concl correspondientes)
Establecimiento de limites
Establecimiento de limites
Curvas calibracion b a ¢ Sb Sa
cl] 2,3283] -0,6896 0,9979 0,0622 0,6770}
c2| 2,3510 -0,7894 0,9972 0,0718| 0,7815) Tabla t-Student
3| 2,3330 -0,6608| 0,9977 0,0644 0,7006) o
Pi di 2,3374] -0,7132, 0,9976 0,0661| 0,7197,
Grados de
libertad 0.25 0.1 0.05 0.025 0.01 0.005
Max 2,3510 -0,660790808 0,997862311 1 1.0000 3.0777 6.3137 127062 31.8210  63.655!
, 2 0.8165 1.8856 2.9200 7 6.9645 9.925¢
min 2,328271869  -0,789387474 0,99720789%4 3 0.7649 16377 23534 45407 5,840
4 0.7407 1.5332 21318 2.7765 3.7469 4.6041
t(2GL) 4,3027 5 0.7267 1.4759 2.0150 2.5706 3.3649 4.0321
b-prom a-prom rz-prom Sh-prom Sa-prom
Promedio 2,33741 -0,71325 0,99760 0,06614 0,71968
Max 2,62200 2,38330 1,00000 t* Sb-prom 0,28459
min 2,05282 -3,80980 0,99721 t*Sa-prom 3,09655

Figura 7.6 Datos primarios para el parametro de linealidad
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Datos de Curva de calibracion de estandares 1

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multi  0,99893
Coeficiente de determinacién R/ 0,99786

RA2 ajustado 0,99715
Error tipico 1,10006
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de E Valor critico
libertad cuadrados  los cuadrados de F
Regresion 1 1694,660694 1694,660694 1400,38 4,1974E-05
Residuos 3 3,63041885 1,210139617
Total 4 1698,291113
Coef:zlente Error tipico Estadistico t Probc:jblllda Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -0,68957 0,67696 -1,01862 0,38338 -2,84397 1,46484
pendiente 2,32827 0,06222 37,42171 0,00004 2,13027 2,52627
Andlisis de los residuales
. Prondstico . Residuos
Observacion Residuos )
para Y estdandares
1 -0,68957 0,68957 0,72381
2 2,00696 0,72029 0,75607
3 9,09501 -1,03475 -1,08614
4 23,75967 -1,05215 -1,10441
5 49,39104 0,67704 0,71067

Variable X 1 Graficode los residuales

1,00000
<> >

0,50000
o
S o0,00000 r r r r \
= 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
& -0,50000

-1,00000 - -

-1,50000

Variable X 1

Variable X 1 Curva de regresion ajustada
60,0000
50,0000 ™
40,0000
30,0000
20,0000 e
10,0000

O,0000 1 T T T T "
_10’00000._130 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Variable X 1

@ VY
Prondstico para Y

Figura 7.7 Curva 1 Analisis Estadisticos.
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Datos de Curva de calibracion de estandares 2

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,99860297
Coeficiente de determinacién R*2 0,99720789

Figura 7.8 Curva 2 Analisis Estadisticos
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RA2 ajustado 0,99627719
Error tipico 1,26988655
Observaciones 5
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de los E Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 1727,845281 1727,845281 1071,46 6,2669E-05
Residuos 3 4,837835522 1,612611841
Total 4 1732,683116
Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -0,7893875 0,78147 -1,01013 0,38683 -3,27638 1,69760
pendiente 2,35095728 0,07182 32,73313 0,00006 2,12239 2,57953
Analisis de los residuales
i Prondstico i Residuos
Observacion Residuos )
para Y estdndares
1 -0,78939 0,78939 0,71779
2 1,93341 0,79660 0,72434
3 9,09052 -1,07284 -0,97553
4 23,89807 -1,32837 -1,20788
5 49,77918 0,81522 0,74128
Variable X 1 Grafico de los
residuales
1,00000 T - -
8 0,00000 . ‘ ‘ : ‘
é 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
&2 -1,00000 -
>
-2,00000
Variable X 1
Variable X 1 Curva de regresion ajustada
60,0000
40,0000
> 20,0000 - * Y
. < Prondstico para Y
0,0000 ' : : ‘ ; ‘
o,j)o 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
-20,0000
Variable X 1



Datos de Curva de calibraciéon de estandares 3

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlaciéon multiple 0,998859374
Coeficiente de determinacion R"2  0,997720048

R”2 ajustado 0,996960064
Error tipico 1,138464048
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Sumade Promedio de los = Valor critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 1701,542994 1701,542994 1312,82 4,62354E-05
Residuos 3 3,888301163 1,296100388
Total 4 1705,431295
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcién -0,660790808 0,70060 -0,94319 0,41517 -2,89040 1,56882
pendiente 2,332994829 0,06439 36,23282 0,00005 2,12808 2,53791
Andlisis de los residuales
Observacion Prondstico Residuos Re}siduos
paraY estandares
1 -0,660791 0,660791 0,670215
2  2,041204 0,719966 0,730234
3  9,143631 -0,853901 -0,866079
4  23,838039 -1,279639 -1,297889
5 49,521407 0,752783 0,763519
Variable X 1 Grafico de los residuales
1,000000
0,500000 + * *
€ 0,000000
E -0,5000000-00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
* _1,000000 < .
~1,500000 Variable X 1
Variable X 1 Curva de regresion ajustada
60,0000
40,0000
> 20,0000 . ey
0,0000 =™ e Prondstico para Y
20,0000%P° 500 10,00 15,00 20,00 25,00

Variable X1

Figura 7.9 Curva 3 Analisis Estadisticos
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Apéndice D: Exactitud

Cddigo: GT.PL.SOD.RVM.01
Sociedad de Destilacion de Alcoholes S.A.

Version: 01

Resultados de verificacion de "Determinacion de Contenido de Metanol en Alcohol Etilico Rectificado Extraneutro”, |  FechaEdicién: 23-11-06

1. METODO DE ENSAYO Y REFERENCIA

INTERNO | GT.PR.SOD.RVM.01 | | NTEINEN 2014

TIPO |VALIDACI()N| | |VERIF|CACION | X |

2. RESULTADOS

PARAMETRO Veracidad RESPONSABLE MARIA ORTIZ
Nivel: Bajo, Medio y Alto Valor MRC: 99,9 g/100g
S1 1,044 (mg/100 ml
TABLA RESULTADOS PRIMARIOS S2 7,830 [mg/100 m||
s3 15,66 |mg/100 ml|

Contenido de metanol Contenido de metanol Contenido de metanol (mg/100ml)
(mg/100ml) (mg/100ml)
Muestra Maria ortiz Maria ortiz Maria ortiz
NIVEL BAJO NIVEL MEDIO NIVEL ALTO
1,001 7477 14,897
S$B243.1000
1,120 7,534 15,127
1,046 7,500 15,000
Promedio 1,056 mg/100ml 7,504 mg/100ml 15,008 mg/100ml
DS 0,060 0,028 0,116
cv 5,7 0,4 0,8
% RECUPERACION 101,1 % 95,83 % 95,84 %
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Apéndice E: Repetibilidad.

PARAMETRO

2. RESULTADOS

Repetibilidad y precisién intermedia

TABLA RESULTADOS PRIMARIOS

MO
GE
FM

Maria Ortiz

Gladis Espinoza

Fredi Martinez

RESPONSABLE

Maria Ortiz

. DIA 1 (Concentracién metanol mg/100ml)
MUESTRA | Repeticiones
Analista MO |Analista GE Analista FM
R1 1,12760 1,10796 1,12723
Muestra R2 1,07204 1,14256 1,10704
nivel bajo R3 1,10966 1,12173 1,12687
R4 1,12576 1,12334 1,13220
Promedio 1,109 1,124 1,123 1,119
DS 0,03 0,01 0,01 0,02
Ccv 2,32 1,27 0,99 1,61
. DIA 2 (Concentracién metanol mg/100ml)
MUESTRA | Repeticiones
Analista MO |Analista GE Analista FM
R1 7,4376 7,4267 7,3903
Muestra R2 7,4093 7,3035 7,3540
nivel medio R3 7,4242 7,4066 7,3867
R4 7,4743 7,4202 7,3319
Promedio 7,436 7,389 7,366 7,397
DS 0,0278 0,0578 0,0278 0,0477
cv 0,37 0,78 0,38 0,64
. DIA 3 (Concentracién metanol mg/100ml)
MUESTRA | Repeticiones
Analista MO |Analista GE Analista FM
R1 14,267 14,273 14,2399
Muestra R2 14,2683 14,3534 14,2835
nivel alto R3 14,1868 14,2083 14,3886
R4 14,2443 14,3444 14,3563
Promedio 14,242 14,295 14,317 14,284
DS 0,0382 0,0680 0,0677 0,0632
cv 0,27 0,48 0,47 0,44
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Apéndice F: ANOVA

Nivel bajo

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista MO 4 4,435 1,109 0,0007
Analista GE 4 4,496 1,124 0,0002
Analista FM 4 4,493 1,123 0,0001

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Probabilida Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados d para F

Entre grupos 0,0006 2 0,00029 0,89 0,443 4,26
Dentro de los grupos 0,0030 9 0,00033
Total 0,0036 11

Prueba de significacién y célculo de varianzas

Muestra F=MSd/MSe Fo.os p-value |Significacion Sy Se? s%
Fealculado Feritico a=0.05 | estadistica?
1,119 mg/100 ml 1,12 4,26 0,37 No 0,0003302 | 0,0000000 | 0,0003302
(@) LINEALIDAD ANOVA - RStudio - B x
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
0 .0yl [ A Goto fis/unction - addrs - B Lineauzap anova =
oowa x | [Tl anowat =0 Gavionment | Hitory Connections _ Tutorit -0
Fiter 2 P s lems e o List -
“ GRUFO1 METANOL - | il Gloval &y
Tlonar . oaa
2 o1 O anoval List of 13
3lorar ANOVAS 18 obs. of 2 variables
0 anovaG3 List of 13
J[orm
o oa
1003t M
Showig 150 10112 sri, 2 o
Console  Terminal Background Jobs =0
> names (ANOVA_1) -

"GRUPOL"  "METANOL" Files Plots Packages Help Viewer Presentation =
> summary (ANOVA_1) ® -, Boom - 10 & & panin ~
GRUPOL METANOL A zoom | Sepon . % Publish

LEHg‘:h:lZ min. 1072

class :character  1st Qu.:1.108
Mode :character  Median :1.125
Mean  :1.119
3rd qQu.:1.127
Max. 11,143 - —_—
> boxplot (METANOL~GRUPOL) -1 H
> a0v(METANOL~GRUPOL) - |
call: ?

aov(formula = METANOL ~ GRUPOL) -
Terns:
GRUPOL  Residuals -
sum of squares 0.0005887918 0.0029721981
2z 9

peg. of Freedom

1.13

112

residual standard error: 0.01817262
Estinated effects may be unbalanced
> ANOVA_l=aov(METANOL~GRUPOL)

> sumeary (ANOVA_L1)

METANOL
1

1.10

f  sunsq  Mean 5q F value Pr(>F)
GRUPOL 2 0.0005888 0.0002944 0.891 0.443
Residuals  © 0.0029722 0.0003302
> TukeyHsD{ANOVA_1)
Tukey multiple comparisons of means
9% Family-wise confidence level

1.00
1

1.08
1

Fit: aov(formuila = METANOL ~ GRUFO1)

1.07
I

SGRUPOL

diff Tur upr p adj D1A1 D2 A2 D3 A3
D2 A2-DL Al 0.0151325 -0.02074473 0.05100973 0.4945020
03 43-01 4l 0,0145700 -0.02130723 0.05044723 0. 5186619

D3 A3-D2 A2 -0.0005625 -0.03643973 0,03531473 0.9983442 GRUPOC1
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Nivel medio.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista MO 4 29,75 7,436 0,0008
Analista GE 4 29,56 7,389 0,0033
Analista FM 4 29,46 7,366 0,0008
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Probabilida Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados d para F
Entre grupos 0,010 2 0,0052 3,18 0,090 4,26
Dentro de los grupos 0,015 9 0,0016
Total 0,025 11
Prueba de significacion y célculo de varianzas
Muestra F=MSe/MSd Fo.05 p-value |Significacién sy Se? s
Fealculado Feritico a=0.05 | estadistica?
7,397 mg/100 ml 3,18 4,26 9,05E-02 No 0,0016290 | 0,0008860 0,0025150

If F > FO0.05, existe una razonable evidencia de una real variacion entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variacién entre-grupos no es significante

LINEALIDAD ANOVA - RStudio

Plot

Enviroament  History Coanections  Tutorial

* GRUPO2  METANOL

Comsole Terminal ©  Background Jobs.

Files Piots Fackages Help Viewsr Fresentation

P Zoom | B brpun - |9
laracter
wode :character
Formula = METANOL ~ GRUPOZ) e |
~
Terms
GRUPO? Residuals
sum of Squares 0.01034630 0.01466107
Deg. of Freedom E] T
. T —
Residual standard error: 0.04036097 o : 1
Estimated effects may be unbalanced 5
> AN 0L~GRUPOZ) E
> summ e
P02
Residuals 8
— ~ .
signif. codes 0.0 0101 H
> TukeyHsD
Tul mparisons of means
confidence level
=1
Fit: aov(formula = METANOL ~ GRUPO2) o4
~ T T
SGRUPOZ D1 At D2A2 D3 A3
0.2
0.081875 GRUPO2Z
0. 6981815 M
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Nivel alto

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista MO 4 56,966 14,242 0,0015
Analista GE 4 57,179 14,295 0,0046
Analista FM 4 57,268 14,317 0,0046

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilida Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados d para F
Entre grupos 0,012 2 0,0060 1,69 0,238 4,26
Dentro de los grupos 0,032 9 0,0036
Total 0,044 11

Prueba de significacién y calculo de varianzas

Muestra F=MSe/MSd Fo.o5 p-value |Significacion s Se? s%
Fcalculado Feritico a=0.05 | estadistica?
14,284 mg/100 ml 1,69 4,26 2,38E-01 No 0,0035509 | 0,0006158 | 0,0041667

If F > F0.05, existe una razonable evidencia de una real variacién entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variaciéon entre-grupos no es significante

LINEALIDAD ANOVA - RStudio -

file Edit Code View Plots file Tools Help
6 - &
‘ NOwA_ ANOwA3 Emvropment  History  Conmections  Tutorial
“ GRUPDZ  METANOL
Data
anova_L List of 13
ANOVA_2 List of 13
anova_3 uist of 13
anovaz 18 obs. of 2 variables
anovae3 List of 13
Comsole Terminal - Background Jobs
Fles Plot: Packages Help \Viewsr Pressststion
GRUEDS Zom Fomens O
Length:12
class :character
wode :character i
N 0
aov(formila = METANOL ~ GRUPO3) : m — m—
Terms:
cawpol mesiduzls
sum of Squares 0.01202846 0.03195768
Deg. of Freedom 2 9 3 8
z =
idual standard error < -
e act i
=
9 T
sq F value pr(>F) o i
694 0.238 = !
s 1
parisons of means - i
confidence Tevel S : e
= :
Eit: aov(formila = METANOL ~ GRUPD3) - R S
5 T T T
GiFF w pr padi D1 A1 D2A2 D3 A3
o2 0.06446841 0.1708184 0.4494844
03 6 31 863 GRUPO3
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Apéndice G: Estimacién de la Incertidumbre de la medicion

PARAMETRO Metanol mg/100 ml
METODO Cromatografia de gases
RANGO BAJO: 1 mg/100ml
FACTORES MAGNITUD VALOR TIPO DE DISTRIBUCION  DIVISOR ui
DECLARADO/MEDIDO  INCERTIDUMBRE
Balanza 1
resolucién 0,0001 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,0000577
certificado de calibracién 0,00016 B normal 2 0,00008
Micropipeta 1
resolucién 0,001 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,00057735
certificado de calibracion (1 ml) 0,0013 B normal 2 0,00065
Micropipeta 5
resolucién 0,01000 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,005773503
ertificado de calibracién (5 ml) 0,006 B normal 2 0,0029
Inyector 1
Exactitud 0,01 B normal 2 0,005
Matraz aforado 100
resolucién 0,05 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,028867513
certificado de calibracidn (100 ml) 0,00810 B normal 2 0,00405
Probeta
resolucién 100 0,025 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,014433757
Certificado de calibracién (100) 0,08200 B normal 2 0,041
MRC 1,04 mg/100 ml
incertidumbre 0,01 B normal 2 0,005219775
Curva de calibracién 0,895
incertidumbre 0,0021 A normal 2 0,001068845
Patrones 99,9
pureza 0,01 B normal 2 0,005
Exactitud 1,04
sesgo 0,0112 A normal 2 0,00561726
Precision 1,12
Reproducibilidad 0,0363 A normal 2 0,018172355
. RBUMEN
FACTORES Ui
EQUIPOS 0,0150386 0,0002
MATERIALES 0,0883513 0,0078
METODO 0,0112886 0,0001
MANO DE OBRA 0,0237896 0,0006
pe 0,093
U 0,187
%U 8,35 1,12 835 %

unidad

8
8

ml
ml

ml
ml

ml
ml

ml

mg/|

%

%

%



PARAMETRO Metanol mg/100 ml
METODO Cromatografia de gases

RANGO MEDIO: 7 mg/100ml
VALOR TIPO DE

FACTORES MAGNITUD DECLARADO/MEDIDO  INCERTIDUMBRE DISTRIBUCION DIVISOR Ui unidad
EQUIPOS 0,015
Balanza 1
resolucion 0,0001 B rectangular=raiz(3) 1,7321  0,0000577 g
certificado de calibracion 0,00016 B normal 2 0,00008 g
Micropipeta 1
resolucion 0,001 B rectangular=raiz(3) 11,7321 0,00057735 ml
certificado de calibracién (1 ml) 0,0013 B normal 2 0,00065 ml
Micropipeta 5
resolucion 0,01000 B rectangular=raiz(3) 11,7321 0,005773503 ml
certificado de calibracién (5 ml) 0,006 B normal 2 0,0029 ml
Inyector 1
Exactitud 0,01 B normal 2 0,005 ul
Matraz aforado 100
resolucion 0,05 B rectangular=raiz(3)  1,7321 0,028867513 ml
certificado de calibracién (100 ml) 0,00810 B normal 2 0,00405 ml
Probeta
resolucion 100 0,025 B rectangular=raiz(3)  1,7321 0,014433757 ml
Certificado de calibracidn (100) 0,08200 B normal 2 0041 ml
MRC 7,83 mg/100 ml
incertidumbre 0,08 B normal 2 0,039148313 mg/I
Curva de calibracién 0,899‘
incertidumbre 0,0021 A normal 2 0,001068845 -
Patrones 99,9
pureza 0,01 B normal 2 0,005 %
Exactitud 7,83
sesgo -0,0417 A normal 2 -0,02082737 %
Precision 7,40
Reproducibilidad 0,1003 A normal 2 0,050150208 %
. ResUMEN |
FACTORES Ui
EQUIPOS 0,0150386 0,0002
MATERIALES 0,0883513 0,0078
METODO 0,0452172 0,0020
MANO DE OBRA 0,0293228 0,0009
pc 0,105
U 0,209
%U 1,41 7,40 14 %




PARAMETRO Metanol mg/100 ml
METODO Cromatografia de gases

RANGO ALTO: 15 mg/100ml

VALOR TIPO DE
FACTORES MAGNITUD DECLARADOMEDIDO  INCERTIDUMBRE DISTRIBUCION DIVISOR Ui unidad
Balanza 1
resolucién 0,0001 B rectangular =raiz(3) 1,7321  0,0000577 g
certificado de calibracion 0,00016 B normal 2 0,00008
Micropipeta 1
resolucion 0,001 B rectangular =raiz(3) 1,7321  0,00057735 ml
certificado de calibracion (1 ml) 0,0013 B normal 2 0,00065 ml
Micropipeta 5
resolucion 0,01000 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,005773503  ml
certificado de calibracion (5 ml) 0,006 B normal 2 0,0029 ml
Inyector 1
Exactitud 0,01 B normal 2 0,005 ul
Matraz aforado 100
resolucion 0,05 B rectangular =raiz(3) 1,7321 0,028867513  ml
ertificado de calibracion (100 ml) 0,00810 B normal 2 0,00405 ml
N/A
MRC 15,66 mg/100 ml
incertidumbre 0,16 B normal 2 0,078296625 mg/l
Curva de calibracion 0,899‘
incertidumbre 0,0021 A normal 2 0,001068845 -
Patrones 99,9
pureza 0,01 B normal 2 0,005 %
Exactitud 15,66
Sesgo -0,0416 A normal 2 -0,02079416 %
Precision 14,28
Reproducibilidad 0,1291 A normal 2 0,06454996 %
| REUMEN
FACTORES Ui
EQUIPOS 0,0150386 0,0002
MATERIALES 0,0329175 0,0011
METODO 0,0843655 0,0071
MANO DE OBRA 0,0437558 0,0019
Jc 0,102
U 0,203
%U 1,55 14’28 155 %




Apéndice H: Declaracion de Validacion del Método.

Sociedad de Destilacion de Alcoholes S.A.

Cddigo: GT.PL.SOD.RVM.01

Version: 01

Extraneutro".

Declaracion Método Validado: Determinacion de Contenido de Metanol en Alcohol Etilico Rectificado

Fecha Edicion: 24-03-05

PaginaXdeY

1. RESULTADOS DE LA VALIDACION/VERIFICACION

. - OBJETIVOS DE
PARAMETROS DE DESEMPENO . RESULTADO CUMPLE |NO CUMPLE
VALIDACION
<50 < 0,
Limite de deteccion (LD) y LDC-V)ZJ?:’DS CL\I;-_ Z’Zf .
Limite de cuantificacion (LC) - C
LC=X +10DS 1C=0,12
Determinar el limite superior
e inferior de la pendiente y
Linealidad la ordenada al origen. R230,99 X
Aceptar un coeficiente de
determinacion R"2 > 0,99

Porcentaje de Nivel bajo=101,1
Exactitud recuperacion Nivel medio= 95,83 X

% Recup. (80a 110) Nivel alto= 95,84

Nivel bajo=2,32
Repetibilidad CVrep<5,0% Nivel medio=0,37 X

Nivel alto=0,27

Nivel bajo=1,61
Nivel medio=0,64 X

Precision Intermedia

CV reprod. < 10%
ANOVA (fcal < ftabla)

Nivel alto=0,44

Nivel bajo fcal= 0,89
Nivel medio fcal= 3,18
Nivel alto fcal= 1,69

4, DECLARACION VALIDACION/VERIFICACION DEL METODO

Luego de realizar todo el proceso de validacion del método determinacion de contenido de metanol en alcohol etilico rectificado
extraneutro, en el laboratorio de control de calidad SODERALS.A, se concluye que se cumplid con los objetivos de validacion establecidos.
Se declara como un método apto para su uso previsto.

Emite:

MARIA ORTIZ

ASCC
Asitente de control de calidad

Revisay Aprueba:
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GLADIS ESPINOZA

JcC

Jefa de control de calidad




Anexo A: Calibracion del Cromatografo de Gases.

&2 ClLicrom

SODERAL

TIPO DE SERVICIO:
CALIBRACION CROMATOGRAFO DE GASES

MARCA:_AGILENT TECHNOLOGIES

MODELO: 7890B

PARA LA DETERMINACION DE
PRODUCTOS CONGENERES

CON BASE EN LA NORMA INEN 2014

28 de Junio del 2023

Marcelino Mariduefia — Guayas - Ecuador
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1. REACTIVOS

1.1. Los Reactivos y Patrones deben ser de calidad cromatografica

Item | Patron Catalogo No. | Lote No. | F.Caducidad
1 |Acetaldehido N-11005-1G | 14296200 | 08/31/24
2 |Metanol N-12395-1G | 10043000 | 03/31/24
3 |2-Propanol N-12267-1G | 9196700 10/31/24
4 1-Propanol N-13121-1G | 9963900 10/31/26
5 Acetato de etilo N-11881-1G | 13342200 11/30/24
6 | 2-Butanol N-12234-5G | 14572800 | 03/31/28
7 n-Butanol (Patrén Interno)

8 |Iso-amilico N-12225-1G | 9781100 10/31/23
9 | N-amilico N-12509-1G | 10031200 | 02/28/24
10 |[Furfural N-12102-1G | 14238900 | 03/31/25

1.2 Solucién patrén inicial. Medir 1 ml de cada uno de los reactivos indicados
en la tabla anterior, excepto el patron interno ( n-butanol), y llevar a un volumen
de 100ml con etanol a 40°G L. Mezclar bien (Solucién Stock). De esta solucion
tomar 30ml y aforar nuevamente a 100ml con etanol a 40°G L. Se toma de esta
solucién 10ml y aforar nuevamente a 100ml con etanol a 40° G L. Nuevamente,
de esta solucién tomar 10ml y aforar a 100ml con etanol a 40°G L. Esta Ultima
corresponde a la solucion A.

1.3 Solucién patrén interno-inicial. Medir 0.1 ml de n-butanol indicado en el
numeral 1.1 y aforar a un volumen de 100ml con etanol a 40°G L. Mezclar bien.

1.4 Solucién patrén de trabajo. Tomar 2 ml de la solucién A indicada en el
numeral 1.2, agregar 1 ml de la solucion indicada en el numeral 1.3, vy llevar a
50ml con etanol a 40°G L. Esta corresponde a la solucién B.

2, CALIBRACION

2.1. Inyectar por duplicado 1 pl de la solucion patréon de trabajo en el
cromatdgrafo AGILENT TECHNOLOGIES modelo 7890B.

2.2. Realizar la calibracién para cada uno de los productos con la opcién Internal
Standard.

3. PREPARACION DE LA MUESTRA

La preparacion de la muestra debe realizarse de acuerdo con lo indicado en la
Norma INEN 340.
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Tomar 1 ml de la Solucién patrén interno-inicial, en un balén de 50 ml, y llevar a
volumen con la muestra preparada.

Inyectar 0.5 pl de la muestra preparada conteniendo el patrén Interno, en el
método de trabajo (BACK 6 FRONT).
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DIAGRAMA DE DILUCION DE PATRONES

Pesar 2 rén
100 ml
Solucion Stock
10 ml
100 ml
Solucion A
| 4Yml agml Jnll Dml L2ml
] ] i
50 50 50 50 50 50
ml ml ml ml ml ml
Soluc. B G D E F G
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DIAGRAMA DEL PATRON INTERNO

0.1 ml de n-butanol

100mlI
Solucién Patron Interno-inicial

DIAGRAMA DE LA PREPARACION DE LA MUESTRA

100 ml 50 ml
Solucion Patrén Muestra preparada segun
Interno-inicial Norma INEN 340

50 ml
Se toma 0.5 pl y se inyecta
en el cromatoégrafo
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SISTEMA DE CALCULO PARA LA DILUCION DE PATRONES

\4

1) 25 mg 100 ml (Solucidén Stock)

2) X=25mg <€ 10 ml

3) Estos 10 ml se coloca en un balén de aforo de 100 ml y se afora con etanol de
40°GL.

4) 2.5mg > 100 ml (Solucién A)

5) X=0.05mg < 2 ml (para preparar la solucion B)

6) Estos 2 ml se coloca en un balén de aforo de 50 ml, se afiade 1 ml de la
solucion de patrdn interno y se afora con etanol de 40°GL y se inyecta 1pl en
el cromatografo.

7) 0.05 mg >  50ml (Solucién B)

8) Pero los resultados deben ser expresados en mg por 100 ml de alcohol
anhidro.

9) Para pasar a alcohol anhidro

10)0.05 mg > 50 ml (alcohol cromatografico a 40°GL)

11) X=0.125mg <€ 50 ml (alcohol cromatogréfico a 100°GL)
12)Para pasar a 100 ml de alcohol anhidro

13)0.125 mg > 50 ml (alcohol cromatografico a 100°GL)

14) X=0.25mg < 100 ml (alcohol cromatogréfico a 100°GL)

Para las soluciones C, D, E, Fy G (4ml, 6ml, 8ml, 10ml y 12ml respectivamente),
se repite los calculos desde el paso 5) hasta el paso 14).
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PESO DE SUSTANCIAS USADOS EN LA CALIBRACION

PARA LA SOLUCION STOCK:

SUSTANCIA PESO (g)
Acetaldehido 0,0361
Metanol 0,0160
2-Propanol 0,0237
Propanol 0,0300
Esteres 0,0264
2-butanol 0,0354
Iso-amilico 0,0282
Amilico 0,0383
furfural 0,0264

PARA LAS DILUCIONES:

SUSTANCIA Soluc. B Soluc. C Soluc. D Soluc. E  Soluc. F  Soluc. G
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4 NIVEL 5 NIVEL 6
Concentracion en mg/100 cc de alcohol anhidro

Acetaldehido 0,361 0,722 1,083 1,444 1,805 2,166
Metanol 0,160 0,320 0,480 0,640 0,800 0,960
2 - propanol 0,237 0,474 0,711 0,948 1,185 1,422
Propanol 0,300 0,600 0,900 1,200 1,500 1,800
Esteres 0,264 0,528 0,792 1,056 1,32 1,584
2 - butanol 0,354 0,708 1,062 1,416 1,77 2,124
Iso-amilico 0,282 0,564 0,846 17128 1,41 1,692
Amilico 0,383 0,766 1,149 1,532 1,915 2,298
Furfural 0,264 0,528 0,792 1,056 1,32 1,584

e i
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VERIFICACION DEL DETECTOR FRONT

Verificacidn de resultados en el detector FRONT con columna- DB-624 de 60m
x 0,25 mm ID x 1,4 uym de pelicula, marca: SGE

CRITERIO DE ACEPTACION:

En cromatografia de gases se acepta hasta un 5% del valor de la desviacion
estandar durante la verificacién de resultados usando el método de calibracion
del mencionado detector.

RESULTADOS:
: Resultado Resultado Des. %

SUSTANCIA esperado calculado

Acetaldehido 0,722 0,712 -1,39
Metanol 0,32 0,324 0,33
2 - propanol 0,474 0,461 -2,74
Propanol 0,600 0,589 -1,83
Esteres 0,528 0,512 -3,03
2 - butanol 0,708 0,712 0,56
Iso-amilico 0,564 0,571 1,24
Amilico 0,766 0,779 1,70
Furfural 0,528 0,536 1,52
CONCLUSION

Los resultados de la verificacion del detector FRONT se encuentran dentro del
Criterio de Aceptaciéon por lo tanto el mencionado detector se encuentra
Calibrado y puede ser usado.
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RT Sig Lvl

——————— R B el B e B B I

17.265 1

O J U W

19,137 1

w

.93000e-1
.86000e-1
.79000e-1
.72000e-1
.65000e-1

Amount
[mg/100 cc]

1.14600
9%

1.15800

.23000e-1
6.46000e-1
.69000e-1

1.29200
1.61500
1.93800

Area

7.18600
90000e-1
.32100
.99200
.64800
.83500
.18500
.50500
.77700
.60700
.60100
.16000

=

O oY D W N s WwN

Rsp.Factor Ref ISTD #

Compound

.59477e-1
.94948e-1
«92203e-1
.93516e-1
.11623e-1
.99586e-1
+23337e-1
.14618e-1
.32625e-1
.68644e-1
.8080%e-1
.62175e-1
.77452e-1

No No 1 Amilico

No No 1 Furfural

(O T 5 S\ I S S S T A JE 6 I o L O R s oS B

Calibration Curves

Area Ratio -] | Acetaldehido at exp. RT: 7.722
1 //; FIDl1 A, Front Signal
02 /JSr’ 6 | correlation: 0.99554
] 4 Residual Std. Dev.: 0.01594
0.15 A
1 + 74 Formula: y = mx
] g
. 2 // m: 1.41848e-1
] a x: Amount Ratio
1 v
0.05 - iy// y: Area Ratio
L1 ////
0o
0 1
Amount Ratio
Area Ratio ] | Metanol at exp. RT: 8.001
] //+ FID1 A, Front Signal
Oj? ,?’ 8 Correlation: 0.99670
v
0.08 - j;/ Residual Std. Dev.: 0.00667
] 3/// Formula: y = mx
L 2 A m: 7.75012e-2
4 > i
0.04 1 ;/ x: Amount Ratio
e .
i +. : Area Ratio
0024 ¥
0 :’/
Tt o
0 1
Amount Ratio
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Area Ratio 3

0.2
0175
0154
0.125 7
0.1
0.075 5
0.05-
0.025 -

0-/

0

— S
0.5
Amount Ratio

Area Ratio
03
0.25

02
015

0.4
005

0
0

T
0.5
Amount Ratio

Area Ratio
0.14 -
0.12

0.4
008
006
004
002

Area Ratio

0.25

0.2

0.15

T T T

T
0.5
Amount Ratio

Isopropanol at exp. RT: 10.989
FID1 A, Front Signal

Correlation: 0.99357
Residual Std. Dev.: 0.01776
Formula: y = mx

m: 1.84524e-1

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
N-propanol at exp. RT: 12.689
FID1 A, Front Signal
Correlation: 0.99235
Residual Std. Dev.: 0.03024
Formula: y = mx

m: 3.06263e-1

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
Esteres at exp. RT: 13.552
FID1 A, Front Signal
Correlation: 0.99754
Residual Std. Dev.: 0.00729

Formula: y = mx
m: 1.05359%-1
x: Amount Ratio
y: Area Ratio

Isobutanol at exp. RT: 14.415
FID1 A, Front Signal
Correlation: 0.99904
Residual Std. Dev.: 0.00901
Formula: y = mx

m: 2.80472e-1

x: Amount Ratio
y: Area Ratio
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Area Ratio A

0.8
0.6 -
04 7

0.2

—
0.5 1
Amount Ratio

Area Ratio -

0.3
0.25-
0.2
0.15

]

014
0.05

0
0

— T
0.5 1
Amount Ratio

Area Ratio
0.25

i O

0:2-
0.15
0.1

0.05 -

0—,

T T T

——
0.5 1

Amount Ratio

Area Ratio
03

025

02
0.15

0.1

0.05

03

-
N —

Amount Ratio

ISTD at exp. RT:

1:51.:2:35

FID1 A, Front Signal

Correlation: 1.00000
Residual Std. Dev.: 0.00000
Formula: y = mx

m: 1.00000

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
Isoamilico at exp. RT: 16.668
FID1 A, Front Signal
Correlation: 099933
Residual Std. Dev.: 0.00905
Formula: y = mx

m: 3.04246e-1

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
Amilico at exp. RT: 17.265
FID1 A, Front Signal
Correlation: 0.99681
Residual Std. Dev.: 0.01475
Formula: y = mx

m: 2.23644e-1

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
Furfural at exp. RT: 19.137
FID1 A, Front Signal
Correlation: 0.99868
Residual Std. Dev.: 0:01253
Formula: y = mx

m: 1.76579%e-1

x: Amount Ratio

y: Area Ratio
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660 Tower Lanee P.O. Box 599 e West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994 ¢ 1-610-692-3026 ® Fax 1-610-692-8729
info@chemserice.com & www. chemservice com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Acetaldehyde
CATALOG NUMBER N-11005-1G
LOT NUMBER 14296200
DATE CERTIFIED 02/02/23
EXPIRATION DATE 08/31/24
CAS NUMBER 75-07-0
MOLECULAR FORMULA C2H40
MOLECULAR WEIGHT 44.05
STORAGE Freezer storage (-20 - -25 °C)
HANDLING See Safety Data Sheet.
INTENDED USE For Laboratory Use Only
Analytical Test Value
% PURITY (GC/FID) 99.5

Chem Service, Inc. guarantees the purity to be +/- 0.5% deviation prior to the expiration date
shown on the label and exclusive of any customer contamination.

Certified By:

Kristin R Jones

Chem Servios. Inc.iz sooedited o150 17024 16, 1SOAEC 1702X 2017 ard certified 10 15O MOL2D15.

COA Form ‘\gf& ‘a"
Revision 3 (3/2015) i \

PJLA
Rekereace Materiat
Testing Prosborer

Print Date: 04/13/23
Page 1 of 2
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Data file:

Sample name:

Acq. method:
Instrument:

injection date:
Column name:

660 Tower Lanee P.O. Box 599 « West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994 @ 1-610-692-3026 ® Fax 1-610-692-8729
info@chemservice.com ® www. chemservice com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Gas Chromatography / Flame lonization Detector {GC/FID)
CAChem32y11Diata\2023 Data'l123\acetaldehyde.D

Acataldehyde

FRANNY-FRONT .M

GC3 Location: 102
20202023 2:07:25 PM Injection Voi: 0.200
Rxi-6245il M3(30m x 0.32mm |0, # Of Injections: 1

1.8um)

FID4 A, Frank Bkgnad
©

4600

|qoo-

asnn

annn

X*s00

Zuuu-

oy

igoo-

k1 4 LY L] 7 B a2 1 i1 47 13 44 i5 18 7 ia i3 ’n
Tiomou [ rriine]

Signal: FiDt A, Front Signal
RT [min] Type Width [min] Area Height Area%

1683 VBS

0.0177 54102118 40701372 100.0000
Sum 541024912

Them Sevsice. Inc.is accredited 10150 170243016, 150AEC 170252017 and certified to 150 2012015,

VI <

PJLA ekt e
Testing Producer
Page 2 of 2,
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CATALOG NUMBER
LOT NUMBER

DATE CERTIFIED
EXPIRATION DATE
CAS NUMBER
MOLECULAR FORMULA
MOLECULAR WEIGHT

660 Tower Lanee P.O. Box 599 ¢ West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994  1-610-692-3026 ® Fax 1-610-692-8729
info@chemservice.com ® www.chemservice. com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Methanol

N-12395-1G
10043000
03/30/20
03/31/24
67-56-1
CH40

32.05

STORAGE Store in a cool dry place.

HANDLING See Safety Data Sheet

INTENDED USE For laboratory use only.

Analytical Test Value
% PURITY (GC/FID) 99.5

FT-IR SPECTROSCOPY
GC/MS SPECTRA ID
PHYSICAL APPEARANCE

Chem Service, Inc. guarantees the purity to be +/- 0.5% deviation prior to the expiration date

CONFORMS TO STRUCTURE
MATCHES NIST
COLORLESS SOLID

shown on the label and exclusive of any customer contamination.

Certified By:

Ak h

27 2t A L

ilany Gk, (5 Kienne
N7

Mary Beth O’Donnell
CSM/TC

COA Form
Revision 3 (3/2015)

Cheen Sorvice iz aceradsed w 15O 17032:2018, 1SOIEC 1703572017 and zartfiad 12 15D P001:2015

R TJIA
S K.

Page 1 of i)

76



660 Tower Lance P.O. Box 599 ¢ West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994  1-610-692-3026 ® Fax 1-610-692-8729
info@chemservice com ® www. chemservice, com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Gas Chromatography / Flame lonization Detector {GC/FID}

Data file: CACHEMIZ1IDATACO20 DATAWMIZ0WFIDO42030.0
Sample name: M-12385
Instrument: GC 1 Sample type: Sarnple
Injection date: A26/2020 11:28:01 AM Location: Vial 141
Acq. method: N-12395 M Injection volume:  1.0uL
Column name: Rx1-8245il (30m x 0.32mm x 1.8um)
vipt = [ R T ]
' [
vy
'Y
b
BE
i
BE
e
&3~
-
#1-
[ . 3
1 % a a4 & 6 ¢ @ 4 Wm # 17 1 14 A 16 r 18 MW F])
i [man|
Signal: FID1 A, Front Signal
RT [min] Type Width [min] Area Height Area%
1.742 VBAS 0.0273 213858750 10257.9580 100.0000

Sum 213658750

Chom Sonice iz accradted 13 155G 17034:2018, ISO/IEST 170252017 and condiad 15 5C 9L01:2015

yeye.

PJLA PJLA
g g
Page 2 of 7
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Anexo B: Certificados de calibracion de equipos y materiales.
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LABORATORIO DE CALIERACION ACREDITADO

ISOAEC 170252017

Accredied Cafhration Laborsiory IBWEC 1TODE2MNT
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A A [ BT

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Cemifirafe off Caihration
N® CGC-Tele-004-23

ilac-maa

ALgm

Tesefono:
FPhone Mormber

Persona de Comzcio:

Cordisch Srrson

SO0ERAL SCCIEDALD DE
DESTILACION DE ALCOHOLES: 24
COROMEL MARCELING

MARIDUERA — AV. PRINCIPAL O
AW EAN CARLOE.

0585146451

Gladis Espinoza Gancla

BALAMZA ANALITICA
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trazabildad 3 los estandarss nacionales,
que redlzan 135 unidades de medida oe
3cuerdo con e Sistema Intemacional de
Unidades [31)

Con @ fin de asegurar @ caldad de sue
mediclones, e wsuardo eef3 obligado a
recallorar sue Instmamenioe 3  Indenvalos
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Anexo C: Certificados de analisis de reactivos para la determinacion del
metanol.
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