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Prefacio

En el mes de enero de 2005 inici6 sus actividades la Red
Iberoamericana de Laboratorios de Calidad de Aguas, dentro del
Area de Desarrollo Sostenible del Programa CYTED.

Esta publicacién cierra un ciclo, ya que la Red esta
finalizando sus actividades, y representa un esfuerzo que intenta
conjugar una parte de las multiples actividades realizadas, y una de
las mas provechosas de todas ellas.

En la dltima actividad de la Red realizada en la ciudad de
Cusco, Pert, se ha realizado un Taller que ha logrado resumir las
experiencias de toda esta fructifera etapa de trabajo, y en él se
propuso la realizaciéon de esta Gufa, sobre la base del material
presentado y el aportado posteriormente por los distintos
integrantes del Comité Editorial.

A lo largo de estos fructiferos cuatro afios de trabajo, y a
través de las reuniones de coordinacién, cursos, talleres, jornadas,
la tematica relacionada con la validacion y el calculo de
incertidumbre en las mediciones ha sido objeto de discusiones y
aportes diversos. Incluso en la actualidad, es un tema no del todo
resuelto, ya que son muchas las acepciones y las formas de
enfrentarlos en los laboratorios de la Region.

Se ha querido cerrar las actividades de la Red tratando de
realizar un aporte sobre esta problematica a la que nos vemos
expuestos como usuarios. Es por ello que esta publicacién no
intenta ser una gran enciclopedia, sino una gufa practica de
aplicacién, para que pueda ser util y aplicable en el trabajo
cotidiano de los laboratorios de analisis de aguas, tanto como en
otros laboratorios de analisis. Es también intencion del presente
trabajo realizar un aporte en el campo de la docencia practica en
este tema, a nivel universitatio.

No se pretende que su contenido sea excluyente, y es de
destacar que representa el fruto de cuatro afios de discusiones y de
experiencia volcados en estas paginas, que los autores consideran
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un aporte valioso para todos los potenciales usuarios, y que se
espera pueda aplicarse con provecho.

Como uno de los editores de esta obra, y como
Coordinador de la Red, quiero agradecer todas las contribuciones
para este libro, y espero que el material presentado sea un aporte
para mejorar este aspecto metodolégico tan importante en el
trabajo de los laboratorios quimicos de analisis.

Ricardo Crubellati
Cootdinador Internacional - RILCA
Red Iberoamericana de Laboratorios de Calidad de Aguas
Area Desarrollo Sostenible - Programa CYTED



Prélogo

En este libro se abordan dos temas relacionados con uno de
los mas importantes aspectos en lo relativo a la calidad de la
informacién generada por un laboratorio de analisis quimico: la
validacion de los métodos utilizados, y la forma expresiéon de los
resultados, esto es, el cilculo de incertidumbre en las medidas
realizadas.

En el Taller Iberoamericano sobre Validacién y Calculo de
Incertidumbres, tealizado del 14 al 17 de octubre de 2008 en la
Universidad San Antonio Abad en Cusco, Perq, este tema fue
discutido por representantes de laboratorios de diferentes paises
de Iberoamérica, y surgié la inquietud de producir una guia
practica para uniformar los criterios en cuanto a los
procedimientos de validaciéon y en cuanto a la expresion de
resultados y calculo de incertidumbres.

Si bien se dispone de profusa informacién bibliografica, la
realidad demuestra (por ejemplo, en las participaciones en ensayos
interlaboratorio), que distintos laboratorios suelen utilizar criterios
no uniformes para abordar estos temas. También hay otros,
especialmente los no dedicados Gnicamente al analisis de muestras
como actividad principal (por ejemplo, los que desarrollan sus
tareas en las Universidades), que se enfrentan a la necesidad cada
vez mas creciente de demostrar que su informaciéon es de la
calidad adecuada para el uso previsto.

Uno de los objetivos basicos del material presentado en
este libro es ofrecer guias tendientes a la homogeneizacioén de las
metodologias de calculo entre los laboratorios que han participado
en el Proyecto de la Red Iberoamericana de Laboratorios de
Calidad de Aguas (RILCA-CYTED), y tratar de promover su uso
en otros laboratorios de la regién, a fin de lograr que la
informacién producida por diferentes laboratorios quimicos sea de
calidad y comparable.

Este libro esta organizado en dos grandes secciones, una
relacionada con la validacién y la otra con el calculo de
incertidumbres. En ambas, se ha dado énfasis a los casos practicos,
considerando el dfa a dfa del quehacer en el laboratorio, en el cual
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debe estar claro para el analista o el responsable de calidad, qué
parametros debe estudiar de un método a fin de proceder a su
validacion, qué mediciones debe realizar para asegurar el calculo de
su incertidumbre, y qué documentacion basica debe generar y
poseer registrada a fin de trabajar en condiciones que garanticen la
calidad de sus resultados.

Todas las referencias bibliograficas basicas y de consulta
han sido mencionadas en la seccién correspondiente, ya que, salvo
algunos casos especificos, no se desarrollan exhaustivamente los
principios de las metodologias de calculo, sino que se hace énfasis
en los procedimientos practicos a aplicar. En ese sentido, se ha
preferido explicar detenidamente qué se debe hacer ante un caso
particular (un calculo de limites de deteccion para una
determinaciéon en particular, el desarrollo de un procedimiento
normalizado de operacion, una expresion para la incertidumbre en
un dado método de analisis quimico), y, mas que referirse a los
documentos generales, se ha optado por ejemplificar con
situaciones cotidianas en el trabajo del laboratorio.

Como marco general, se ha desarrollado brevemente el
concepto de validaciéon de los métodos de analisis, y cuales se ha
considerado que son las caracteristicas basicas a evaluar cuando se
procede a la validacion de un método. En el caso del calculo de
incertidumbres, se presentan los dos tipos de metodologias
actualmente utilizadas, la del criterio Eurachem, y la que promueve
el calculo de incertidumbres basandose en los datos obtenidos en
la validacién previa del método; en ambos casos, se presentan
también ejemplos practicos de aplicacién, con datos reales
obtenidos en diferentes laboratorios.

Esperamos que este material sea util para el trabajo en los
laboratorios de andlisis, y pueda contribuir, ofreciendo una
metodologia sencilla y explicada con ejemplos concretos, a que
mas y mas laboratorios en los cuales se producen datos analiticos,
puedan aumentar su propia confianza en los resultados que
obtienen, y ofrecer asi informacién cada vez de mayor calidad.

Ricardo O. Crubellati - Cecilia D. Di Risio
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1.- INTRODUCCION

Actualmente, en todo el mundo se realizan millones de
determinaciones analiticas, donde se obtienen datos acerca de
diferentes matrices y materiales: alimentos, textiles, materiales de
construccion, etc. Los valores obtenidos son muy importantes
para el comercio y también se relacionan con la vida y salud de la
humanidad (calidad del agua, del aire y del suelo, procesos de
contaminacién, protecciéon general del medio ambiente,
investigaciones criminales en analisis forenses y otros muchos
ejemplos).

Basicamente, estamos hablando de determinaciones
costosas, no sélo por ellas en si, sino por las decisiones que se
toman a partir de sus resultados. Asi, es bien sabido que un
pequefio error en el contenido de una sustancia en un dado
producto puede traer cuantiosas pérdidas si el error es por defecto,
o grandes reclamos si el mismo es por exceso. Y en lo relacionado
a la proteccion de la salud y el medio ambiente, los errores pueden
ser tan graves como para comprometer la vida de las personas.

Es por eso que, en todo el mundo, hay una creciente
inquietud acerca de la forma de realizar las determinaciones
analiticas, lo que implica cada vez mayores esfuerzos a fin no sélo
de llevarlas a cabo correctamente, sino de que se pueda demostrar
que los resultados obtenidos son confiables.

Cuando una muestra llega a un laboratorio, se supone que
ha sido enviada porque el laboratorio posee la experiencia y
experticia necesaria para entregar un resultado “real”, o sea,
apropiado para el uso previsto. Por esa razén, cualquier
laboratorio debe ser capaz de presentar sus resultados de forma tal
que la persona que va a utilizarlos los pueda comprender y obtener
de ellos las conclusiones correctas para elucidar el problema que
ha llevado a que la muestra sea analizada. Normalmente, los
clientes no conocen las caracteristicas de los métodos de anilisis, y
por qué son aplicables a la resolucién del problema presentado.
Los procedimientos de validacién son los que permiten a los
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laboratorios demostrar que sus métodos de analisis son los
adecuados para cada situacién concreta.

Todo lo anterior esta basado en el supuesto de que la
muestra empleada es apropiada para evaluar el problema que se
desea resolver. Una de las propiedades analiticas supremas es la
representatividad de la muestra, y ésta tiene su soporte en el
muestreo adecuado. Es una tarea dificil que requiere mucha
experiencia, y una clara compresion del problema y de su conexion
con la quimica; por ejemplo, en el caso de los analisis de aguas,
muchos laboratorios oftecen el servicio de toma de muestras, en el
conocimiento de que ese paso es fundamental para garantizar que
los datos analiticos entregados (que pueden ser muy buenos desde
la 6ptica interna del laboratorio) puedan ser utiles y legalmente
aceptables para evaluar la situacion real que da origen a la llegada
de la muestra al laboratorio.

Para que un método se considere adecuado para brindar
informacion util acerca de cualquier problema analitico, deben
determinarse las caracteristicas de ese procedimiento, y debe
ademas estimarse la incertidumbre del resultado brindado.
Actualmente, es cada vez mas importante que los resultados de
una medicién analitica se expresen con su respectiva
incertidumbre, como lo establece la norma ISO 17025.

Segin la Guia ISO 3534-1 la incertidumbre es “una
estimacion unida al resultado de un ensayo que caracteriza el
intervalo de valores dentro de los cuales se afirma que esta el valor
verdadero”. Esta definicién presenta la dificultad filoséfica de que
el “valor verdadero” no puede conocerse, ante lo cual resulta util
la definicion planteada por el Vocabulario Internacional de
Metrologfa (VIM): “la incertidumbre es un parametro asociado al
resultado de una medida, que caracteriza la dispersion de valores
que pueda ser razonablemente atribuido al mensurando” (el
mensurando es “la magnitud sujeta a medida”, lo que en analisis
quimicos corresponde a la concentracion del analito o a la
propiedad que se esta determinando). ILa incertidumbre
proporciona entonces una idea de la calidad del resultado, ya que
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indica cuanto puede alejarse un resultado del valor considerado
como “valor verdadero”.

En algunos sectores de la quimica analitica existe ademas
un requisito formal, generalmente legislativo, para que los
laboratorios introduzcan el aseguramiento de calidad de las
mediciones, de manera de asegurar que ellos son capaces de
proporcionar los datos con la calidad requerida. El aseguramiento
de la calidad incluye el uso de métodos de analisis validados, el uso
de procedimientos internos definidos de control de calidad, la
participacion en ensayos de aptitud, la acreditaciéon segun ISO
17025.2005, y el establecimiento de la trazabilidad de los
resultados de las mediciones.

Histéricamente en el trabajo en Quimica Analitica, ha
existido gran énfasis en la precisiéon de los resultados obtenidos
usando un método especificado, mas que en su trazabilidad a
patrones obtenidos. Esto ha llevado al uso de métodos
recomendados (oficiales, estandarizados, etc.), para cumplir con
los requisitos legislativos y comerciales. Sin embargo, como existe
un requisito formal para establecer la confianza de los resultados,
es esencial que el resultado de la medicion sea trazable a un patrén
definido, tal como una unidad SI, un material de referencia o,
cuando es aplicable, a un método definido o empirico.

El concepto de trazabilidad complementa el concepto de
exactitud (CITAC/EURACHEM 2000). La trazabilidad se define
formalmente como "la propiedad del resultado de una medicion
que consiste en que se pueda establecer el resultado previsible de
su comparacion directa con los patrones apropiados, por lo
general, nacionales o internacionales, por medio de una cadena
ininterrumpida de comparaciones reales". Basicamente, esto
significa que es posible, dado un resultado obtenido, conectatlo
con una referencia acreditada. Aqui surge la cuestion de la distinta
concepciéon de la trazabilidad, segun se haga referencia a
mediciones fisicas o quimicas, ya que se debe demostrar que es
posible hacer analisis quimicos trazables, debido a que
normalmente una medicion quimica en cualquier laboratorio
implica la realizacién de mas de una etapa independiente, y eso lo
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diferencia de, por ejemplo, un proceso de medida donde sélo
intervienen magnitudes fisicas. La forma practica de comprobar la
trazabilidad es comparar los resultados entre laboratorios, y para
ello, la comparaciéon debe realizarse utilizando métodos
normalizados. Aqui se recurre a lo que en el caso de magnitudes
fisicas serfa la comparacion con un patrén, trabajando con
materiales de referencia certificados.

En esta breve sintesis inicial, se han abordado y definido

los tres grandes conceptos que hacen, hoy en dia, a la calidad de la
informacién generada por un laboratorio quimico: la validacion de
los métodos, la incertidumbre de las mediciones, y la trazabilidad
de los resultados obtenidos.
Estos seran explicados con mas detalle en las siguientes secciones,
haciendo énfasis en la aplicaciéon practica para diferentes casos
particulares. Es importante remarcar, como conclusion final, que
para obtener trazabilidad es necesario proceder a la validaciéon de
los métodos de medida que se desarrollan en los laboratorios. El
proceso de validaciéon de los métodos implica el conocimiento
profundo de una determinada serie de caracteristicas operativas de
los mismos, que debe ser estudiada en detalle en cada laboratorio,
a fin de garantizar la calidad de los resultados.

Los mas prestigiosos autores remarcan que, para
garantizar condiciones adecuadas de calidad, “el primer cuidado
del analista quimico es cerciorarse de que sus resultados se
encuentran bajo control estadistico”. Esto implica conocer y
manejar adecuadamente los conceptos basicos de la estadistica
descriptiva. A lo largo de los diferentes ejemplos desarrollados en
este libro, los mismos se iran definiendo y utilizando en forma
practica.



2.- LA VALIDACION DE LOS METODOS

2.1- ASPECTOS GENERALES

Seguin la literatura especializada la validacion puede
definirse como:

+ Un proceso para establecer las caracteristicas vy
limitaciones de un método analitico y para identificar las
influencias que pueden modificar esas caracteristicas y en
qué medida.

+ Un proceso para verificar que un método es apropiado
para un proposito, es decir para ser utilizado para resolver
un problema analitico particular.

El proceso de validaciéon debe poder contestar estas
preguntas: ¢Qué analitos pueden ser determinados, en qué
matrices y en presencia de qué interferentes? ¢Dentro de estas
condiciones, qué niveles de exactitud y precision pueden ser
alcanzados?

La Validacién es la confirmacion mediante examen y
entrega de evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos
particulares para un uso previsto especifico. La Validaciéon de un
método de ensayo es la demostracion de que un método de ensayo
es apto para un uso previsto.

En la practica, que un método analitico sea adecuado para
un determinado proposito se determina mediante estudios de
validacién, y éstos proporcionan informacién sobre el
procedimiento completo y sobre la influencia de factores
individuales, de tal forma que pueden ser aplicados ademas a la
estimacion de la incertidumbre asociada con los resultados de los
métodos en uso.

Los métodos de wvalidacion de los procedimientos
analiticos estan muy estrechamente vinculados a los métodos de
desarrollo de dichos procedimientos y a veces no es posible
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determinar exactamente donde termina el desarrollo del método y
dénde comienza la validacion. La mayoria de las caracteristicas de
los métodos asociados a los procesos de validacion han sido de
hecho evaluadas, al menos aproximadamente, en el desarrollo del
método.

Un procedimiento debe ser validado en mayor o menor
extension cuando:

v' se desarrolla un método nuevo para resolver un problema
particular;

v" un método establecido se modifica para incorporar mejoras o
extenderlo a un nuevo problema;

v" el control de calidad indica que un método establecido esta
cambiando con el tiempo;

v" un método establecido se usa en un laboratorio diferente, o
con diferentes analistas o instrumentacion;

V" se pretende demostrar la equivalencia entre dos métodos, uno
nuevo y uno estandar.

Es preciso aclarar que aun cuando el procedimiento
analitico haya sido aceptado sin cambios de una fuente reconocida
(como sucede tipicamente, por ejemplo, con los procedimientos
estandarizados para los laboratorios de calidad de agua), y posea
una documentacion de validacién apropiada, no resulta
recomendable asumir que la misma se ajusta a las condiciones del
Laboratorio sin antes comprobar y garantizar, con todas las
acciones necesarias, que el laboratorio es capaz de alcanzar los
niveles de aptitud declarados en el procedimiento.

Disefio de la validacion

Para que los resultados de la validacién sean confiables
ante cualquier cliente, incluidos los Organos Internacionales,
Regionales y Nacionales de Acreditacion, los disefios empleados
deben ajustarse a alguna de las gufas y/o documentos técnicos
emitidos por Instituciones, Comités y/o publicaciones reconocidas
internacionalmente. En este sentido se han redactado gulias,
metodologias y otros documentos técnicos en el campo del analisis
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de los alimentos y de productos farmacéuticos, que abordan los
aspectos vinculados al proceso de medicién en su conjunto de
manera amplia y rigurosa. En el campo del analisis de agua
(industrial, de consumo humano y aguas residuales) las referencias
documentales mas utilizadas tratan el tema de una manera mas
general, sin profundizar en el mismo.

Es de sefialar que, sin estar vinculadas a un campo de
analisis en especifico, las gufas de EURACHEM y de IUPAC
consideran las situaciones que en general pueden presentarse en
un laboratorio de ensayo.

Lo cierto es que independientemente de la rama con la
que estan vinculadas las entidades que han emitido cualquiera de
los documentos anteriormente mencionados, éstos son aplicables
en cualquier campo del analisis, haciendo las consideraciones y
ajustes necesarios.

Es importante tener en cuenta ademas, que antes de
emprender un proceso de validacion es preciso asegurar que el
equipamiento a emplear posee la calibracion requerida, los
insumos (reactivos, materiales consumibles, etc.) se corresponden
con las especificaciones establecidas, y que el personal que llevara
a cabo tanto la parte experimental como la interpretacion de los
datos, posee la experiencia adecuada.

Alcance de la validacion

El alcance de la wvalidacion de un procedimiento
introducido en rutina dependera de cuan completo fue el proceso
de desarrollo del procedimiento, de la naturaleza de los cambios
realizados una vez aplicado éste y de la confiabilidad de la fuente
de la que fue tomado. Algunas recomendaciones generales al
respecto se dan en la literatura especializada.

El alcance de la validacién debe ser establecido sobre la
base de un adecuado compromiso entre costo y rigor: o sea,
tratando de minimizar la cantidad de trabajo experimental
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requerido para obtener la informacién necesaria con una
confiabilidad aceptable.

Existe profusa literatura sobre los métodos de validacién
mediante estudios interlaboratorios. Estan ademads disponibles un
gran numero de protocolos y otras publicaciones relacionados con
este tipo de validacién. Estos resultan los métodos de validacion
mas completos y proporcionan la mayor cantidad de informacion
sobre los procedimientos analiticos. Por eso, cuando un método es
desarrollado para un amplio uso, como ocurre con los
procedimientos estandar, es imprescindible este tipo de validacion.
No obstante, en la vida normal de un Laboratorio esto no siempre
es posible. Los métodos que aplica el Laboratorio pueden no tener
una amplia aplicacion en otros Laboratorios: esto pasa
frecuentemente en los laboratorios industriales, que se enfrentan a
la realidad de que no existen otros laboratorios interesados en
participar en este tipo de ensayos. En esos casos pueden ser
empleados los métodos de validacién en un sélo Laboratorio, los
comunmente denominados métodos de validacion “in house”.

Que la validacién en un tunico laboratorio pueda ser
aceptada para fines oficiales depende de las disposiciones de cada
area con respecto a las mediciones especificas de que se trate. Esto
puede ser establecido por los organismos reguladores mediante sus
politicas. Un ejemplo de este hecho son las disposiciones de los
reguladores de las aguas potables en Inglaterra donde tales
validaciones ~ estan  permitidas, bajo ciertas  restricciones.
Basandonos en esto, se puede recomendar, para los Laboratorios
de Calidad del Agua, una validacién en diferentes etapas:

+ un disefio de wvalidacién dentro del laboratorio (“in
house”).

+ un disefio gradual de validacién en tres etapas: dentro del
laboratorio; con uno o dos laboratorios externos y
finalmente un estudio interlaboratorio.

En general, el reconocimiento oficial de un método
requiere una caracterizaciéon basada en estudios interlaboratorios
apropiados.
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El alcance de la validacion implica definir:

+ Caracteristicas de las muestras (matriz). En el ejemplo
de la matriz agua, debera especificarse por ejemplo:
potable, uso industrial, efluentes de desecho, etc.

+ Tipo de informacién: cuantitativa y/o cualitativa.

+ Requerimientos del cliente sobre la calidad de los
resultados (en el ejemplo, estas son usualmente las
Normas de Calidad de Agua de aplicacién local).

+ Condiciones del laboratorio (hay que definir si se van
a emitir resultados aplicando el procedimiento en uno
o varios equipos, en un mismo laboratorio o en
laboratorios diferentes, y entonces es obvio que el
disefio deberd tener en cuenta tales circunstancias).

+ Los parametros a evaluar y sus valores criticos de
acuerdo a los requerimientos establecidos.

Suele suceder que el cliente establece requerimientos en
costo y tiempo y no en términos de confiabilidad de los resultados;
esto queda entonces a criterio del Laboratorio, en cuyo caso éste
debera establecerlos sobre la base de las posibilidades de los
procedimientos disponibles.

Los métodos estandar que estan disponibles fueron
desarrollados y validados, sin embargo algunas veces no incluyen
todas las caracteristicas del método, por ejemplo la calibracion.
Por eso, estos métodos deben ser considerados como métodos
recomendados de base, y partir de alli cada método debe adaptarse
y validarse a las condiciones de cada laboratorio.

Esta Guifa se ha fundamentado en presentar los
requerimientos necesarios para evaluar y validar en un Laboratorio
aquellos procedimientos analiticos que estan basados en métodos
recomendados, ya sean normalizados, estandarizados o publicados
por organismos de reconocido prestigio internacional (EPA,

ASTM; TAPPL, AOAC, etc)).
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2.2- CARACTERISTICAS A EVALUAR

En esta gufa se ha acordado que para validar un método,
se deben evaluar las siguientes caracteristicas:

Selectividad /Especificidad

Aun  cuando los términos se han empleado
indistintamente, la selectividad suele ser el término mas apropiado
para definir el grado en que un procedimiento puede determinar
con exactitud un analito en presencia de dos o tres componentes
en una matriz dada. La selectividad se evalia de forma practica
estudiando las interferencias de mayor potencialidad a partir del
conocimiento de la composiciéon promedio de la matriz de las
muestras a analizar, las referencias al respecto y la propia
experiencia del analista.

La selectividad de un método se investiga usualmente
estudiando su habilidad de medir el analito de interés en una
muestra a la que se han afiadido posibles interferentes
deliberadamente. Cuando no es posible definir claramente qué
interferentes estan presentes, la selectividad del método puede ser
investigada comparando los resultados del método que se evalia
con los obtenidos por otro método o técnica independiente.

También debe considerarse otro tipo de selectividad
cuando un analito puede existir en la muestra en mas de una
forma: inorganico u organometalico, con diferentes grados de
oxidacion, etc., lo que comunmente se conoce como “especiacion’
del analito en cuestion.

Salvo una situacion imprevista, los estudios de selectividad
para una matriz especifica se realizan en la fase de desarrollo del
procedimiento. Ejemplos de pérdida de selectividad pueden darse
en HPLC 6 CI con la presencia de picos “impuros” con sefales de
mas de un compuesto, sin que puedan ser discriminados por el
sistema de deteccion. Para mencionar otro ejemplo, también
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deben estudiarse las interferencias espectrales que pueden ocurrir
en ICP para un ancho de banda dado siempre que las relaciones de
concentracién interferente/analito sean lo suficientemente
significativas, de otro modo no es posible garantizar la selectividad
del método.

Esta es una caracterfstica muy importante, que es
necesario evaluar aun cuando se trabaje con un método
recomendado y de amplia difusién, ya que puede haber ligeras
diferencias en las matrices a utilizar que provoquen interferencias y
lleven a resultados poco confiables.

Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida
de su capacidad de permanecer inalterado ante pequefias pero
deliberadas variaciones en los parametros del método (cambios en
una o mas de las condiciones de trabajo); se dice que un método es
robusto cuando se puede demostrar su invariabilidad durante el
uso normal. Cuando se estudia esta caracteristica de un método
analitico, pueden ser determinadas las variables con efectos mas
significantes sobre el método y ademas definir las formas de
controlarlas durante su uso.

La robustez suele ser estudiada por los Laboratorios que
elaboran un método antes de entrar en estudios con otros
Laboratorios, y es necesario evaluarla cuando no se ha considerado
validar un método recomendado.

Linealidad

Se define como la relacién lineal entre la sefial y la
concentracion del analito. Para los métodos cuantitativos es
necesario conocer el rango de concentraciones del analito o
valores de la propiedad en que se basa el método sobre el cual el
método puede ser aplicado. Generalmente se habla del rango en la
solucion de trabajo mas que en la muestra original, aunque muchas
veces resulta comodo también referirlo a la muestra de origen para
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poder saber si en verdad se han cumplido los objetivos deseados.
En el extremo inferior del rango de concentraciones, los factores
limitantes son los limites de deteccién o cuantificacion, de los que
hablaremos mas adelante. En el extremo superior las limitaciones
estan dadas por las caracteristicas de la respuesta del instrumento.

Dentro del ambito de trabajo generalmente existe un
rango de respuesta lineal, dentro del cual habra una relacion lineal
entre la sefial y la concentraciéon del analito o el valor de la
propiedad que se mida. Los calculos de la regresiéon (como los
coeficientes de correlacion R2) suelen ser insuficientes para
demostrar la linealidad del grafico de calibracién, y en general de
cualquier tipo de ajuste. Para ello es preferible un andlisis visual o
el andlisis de los residuos. En general para comprobar la linealidad
se requiere de al menos 10 puntos.

La evaluaciéon del rango de trabajo y el rango lineal son
también importantes a la hora de planificar el grado de calibracion
requerido para los métodos de rutina. Es aconsejable también
investigar la varianza a través del rango de trabajo. Dentro del
ambito lineal, un punto de calibracién puede ser suficiente para
establecer la pendiente del grafico de calibracion. Para establecer el
rango de trabajo se requiere en cambio de varios puntos,
preferiblemente 6 6 mias. La relacion entre la respuesta del
instrumento y la concentracién no tiene que ser necesariamente
lineal para que el método sea efectivo, pero la curva debe ser
repetible de un dfa a otro.

El equipamiento moderno permite tener una visualizacion
rapida del proceso de calibracién, lo que facilita la determinacion
del rango de trabajo y el rango lineal. La figura muestra el grafico
de calibracién obtenido en un ICP-OES.
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Concentration

Limite de deteccion (LD)

La posibilidad de detectar un cierto parametro en una
muestra depende del método recomendado, la calibracion del
método y del equipo verificado. Cuando las mediciones se realizan
a niveles bajos del analito o propiedad que se mida, en el analisis
de trazas, es importante conocer cual es el limite inferior del
analito o propiedad que puede ser detectado con certeza por el
método. Aunque se trata de un término muy polémico y existen
diversas denominaciones para el mismo: ISO “minima
concentracion neta detectable”, IUPAC “minimo detectable valor
verdadero”, para los fines de la validacién es suficiente una
indicacion del nivel a partir del cual la deteccion se vuelve
problematica, para ello el valor del “blanco + 3,3 s” es una
medida apropiada.

Para calcularlo se toman no menos de 10 réplicas (a) del
blanco o (b) del blanco fortificado con los elementos a determinar
en su menor concentracion aceptable y se evalua la desviacion
estandar del blanco o del blanco fortificado expresandose el LD
como el valor de la sefial del blanco + 3,3 sg 0 como 0 + 3,3 sp.
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Entonces:

+ Cuando el método detecta la sefal del blanco, el LD se
calcula como el valor de la sefial del blanco mais su
desviacion estandar multiplicada por el factor 3,3.

ILD=B+33ss

+ Cuando no hay sefial, se utiliza un blanco fortificado (en
baja concentracion). E1 LD se calcula como tres veces la
desviacion estandar del blanco fortificado.

LD =0+ 3,3 spr

Limite de cuantificacion (LQ)

El limite de cuantificacion es estrictamente la menor
concentracion de analito que puede ser determinada con un
aceptable nivel de repetibilidad y exactitud. Se obtiene al
multiplicar por tres el limite de deteccion, en casos especiales por
cinco.

Otras convenciones lo definen como la concentracion de
analito correspondiente a un valor del blanco + 5, 6 6 10
desviaciones estaindar de la media del blanco. Se denomina a veces
también limite de determinacion.

El LQ no debe ser usado para la toma de decision. Ni el
LD ni el LQ representan niveles en los cuales la cuantificacion es
imposible. Su significado practico esta asociado a que,
simplemente, en la region del LD la magnitud de la incertidumbre
asociada es comparable al resultado real.



Validacion e incertidumbre en medidas quimicas 25

Sensibilidad

Es la propiedad del método que demuestra la variacion de
respuesta en funciéon de la concentracion del analito. Puede ser
expresada por la pendiente de la recta de regresion de calibracion.

Precision

La precision es la medida de cuan cerca o dispersos estin
los resultados unos de otros, y se expresa normalmente como la
desviacion estaindar o desviacion estandar relativa, ya que se acepta
la varianza como el mejor indicador de la dispersién: a menor
varianza, mayor precision. Las medidas mas comunes de la
precision son repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad (de resultados de mediciones): grado de
concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del
mismo mensurando bajo las mismas condiciones de medicion; es
la medida de la variabilidad de los resultados cuando el método es
aplicado por un solo analista, con un mismo equipo, en un corto
periodo de tiempo, etc.

Reproducibilidad: grado de concordancia entre los
resultados de mediciones del mismo mensurando efectuadas bajo
condiciones de medicién modificadas. Es el caso al realizar
diversas réplicas en diversos dias cambiando instrumento, analista
e incluso el laboratorio.

Cuando se calcula la precision en condiciones de
repetibilidad, se obtienen valores distintos que al calcular la
precision en condiciones de reproducibilidad. Las condiciones de
repetibilidad dan lugar a los minimos valores de precision y las
condiciones de reproducibilidad dan lugar a los maximos valores
de precision. Entre estas dos podemos encontrar condiciones
intermedias (por ejemplo, diversas réplicas en diversos dfas
cambiando instrumento y analista pero dentro de un mismo
laboratorio); estas condiciones suelen considerarse
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tradicionalmente como reproducibilidad, aunque lo mas correcto
en esos casos es hablar de la “precision intermedia”.

Para estimar la precisién se pueden considerarse distintas
opciones:

+ Utilizar replicados de una misma muestra; se recomienda
un numero de alrededor de 20 para calcular la desviacion
estandar.

+ Cuando se usa en el tiempo una muestra de control, se
recomienda obtener como minimo 30 datos para
determinar su promedio y la desviacién estandar.

+ A través de un disefio experimental realizado a tal efecto,
como se desarrollari mas adelante en un ejemplo
especifico para el calculo de incertidumbre.

Tanto la repetibilidad como la reproducibilidad suelen
depender de la concentracién del analito y cuando esto ocurre,
esta dependencia debe ser determinada si es significativa. La
desviacion estandar relativa es mas util en estos casos ya que en su
calculo esta incluida la concentracion.

Veracidad (Sesgo)

La veracidad del método es una expresiéon de cuan cerca
esta la media de un conjunto de resultados (producidos por el
método) del wvalor verdadero. ILa veracidad se expresa
normalmente en términos del sesgo. El calculo del sesgo puede
hacerse de diferentes maneras:

Utilizando materiales de referencia certificados

Validando por comparacion con otro método ya validado
Participando en estudios colaborativos

En el caso de no disponer de las alternativas anteriores, se
recomienda usar para comparacion las muestras utilizadas

IR I
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en pruebas de desempefio, de las cuales se disponga de los
resultados del ejercicio interlaboratorio

En la practica para establecer la veracidad se efectua la
comparacion de la media de los resultados del método con valores
conocidos, o sea ésta se establece contra un valor de referencia.
Hay dos formas para hacerlo: comparando con Materiales de
Referencia Certificados (MRC) o con los resultados obtenidos por
un método estandar. Los Materiales de Referencia Certificados y
los valores de referencia obtenidos por métodos estandar deben
ser absolutos (trazables al SI).

Un Material de Referencia Certificado es una matriz
natural certificada lo mas similar posible a las muestras de interés.
Como la disponibilidad de tales materiales es limitada se pueden
obtener Materiales de Referencia para la validacion:

v Adicionando a un material tipico materiales de referencia
certificados puros u otros materiales de pureza y
estabilidad adecuadas.

v" Reteniendo materiales caracterizados y chequeados “in-
house” para garantizar su estabilidad durante el Control de

Calidad.

Para fines regulatorios deben ser utilizados Materiales de
Referencia Certificados reconocidos internacionalmente, mientras
que para trabajos de menor alcance o no criticos suele ser
suficiente el uso de estandares preparados en el Laboratorio o por
adicion.

Para verificar contra un método alternativo, se comparan
los resultados de ambos métodos en las mismas muestras. Las
muestras deben ser preferentemente MRC, estandares “in-
house”, o muestras tipicas. Es mejor el empleo de los MRC por
su probada estabilidad y homogeneidad y pueden mostrar la
presencia de sesgo respecto al SI, pero estos son caros y a veces no
se encuentran con las caracteristicas exactas de las muestras.
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La tabla que se presenta a continuacién muestra un
ejemplo de comparaciéon de un método nuevo desarrollado por
ICP-OES, con otro ya establecido y utilizado por largo tiempo en
un Laboratorio en el que se emplea la técnica de Absorcion
Atémica para el andlisis de aguas residuales. En este ejemplo se
han empleando las herramientas estadisticas adecuadas para la

comparacion.
Elemento Valor de Valor de t Signif.
EAA ICP calculado
As (mg/L) 0.432 0.414 0.826 No
Cd (mg/L) 0.048 0.048 0.000 No
Cr (mg/L) 1.044 1.014 1.759 No
Cu (mg/L) 0.493 0.473 1.844 No
Fe (mg/L) 0.203 0.216 1.040 No
Mg (mg/L) 3.127 3.049 1.876 No
Mn (mg/L) 0.058 0.060 0.787 No
Ni (mg/L) 0.535 0.537 0.287 No
Pb (mg/L) 1.055 1.081 1.408 No
Sb (mg/L) 0.413 0.419 0.999 No
Zn (mg/L) 0.213 0.206 0.932 No

En la tabla siguiente se muestra otro ejemplo para la
evaluacion del sesgo en una prueba de recuperacion en una
muestra fortificada, ya que en este caso no fue posible comparar
con otros métodos ni se disponfa de MCR.

Elemento | Contenido en la muestra | % de Recuperacion
Ag (ug/ml) 0.142 97.3

Ba (ug/ml) 2.57 100.3

Hg (ug/L) 8.96 97.8

Se (ng/L) 17.34 100.4
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La fortificacion es la accion de afiadir un analito, sustancia,
matriz quimica o un material de referencia certificado (MRC) a una
muestra en cualquier etapa de un analisis quimico, para verificar la
respuesta del sistema de medicién con un objetivo determinado.

El porcentaje de recuperacion es solo un componente de
la veracidad. Es util para decidir la carta de control que se emplea
en el monitoreo de la calidad en muestras con matrices complejas
que presentan grandes interferencias, casos en los cuales no suele
ser facil disponer de MRC.

Las metas de recuperacion deben estar claras y dependen
del método aplicado. Los limites en general son de 95-105%, pero
habria que establecer las metas por grupos de parametros. Por
ejemplo, para el analisis de compuestos organicos se recomienda la
utilizaciéon de compuestos marcados con 13C o 2H.

Incertidumbre

La Incertidumbre es “un parametro asociado con el
resultado de una medicién, que caracteriza la dispersiéon de los
valores que razonablemente podrian ser atribuidos al
mensurando”.

Es necesario aclarar que la incertidumbre es un sélo
parametro (usualmente la desviacién estandar o el intervalo de
confianza) que expresa el rango de valores posibles en base al
resultado de las mediciones. La estimacion de la incertidumbre toma
en cuenta todos los efectos que actian sobre el resultado; las
incertidumbres asociadas con cada efecto deben ser combinadas de
acuerdo a procedimientos bien establecidos, como se vera mas
adelante.

La estimacion de la incertidumbre debe tomar en cuenta:

variaciones en el tiempo,
el sesgo y su incertidumbre,
la incertidumbre de la calibracion,

ANANENEN

cualquier otro efecto significativo.
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Exactitud (Veracidad + Precision)

La exactitud (de acuerdo a la definicién de ISO 3534-1)
expresa la proximidad de un resultado al valor verdadero. La
validacioén busca cuantificar la exactitud de los resultados teniendo
en cuenta tanto los efectos sistematicos como los aleatorios que
puedan afectarlos. La exactitud tiene en cuenta dos componentes:
“veracidad y precision”. Existe ademas otra expresion de la
exactitud que es “la incertidumbre de las mediciones”.

Es mas simple no utilizar el término exactitud, ya que
puede confundirse con otras definiciones, es mejor en su lugar
hablar de sus componentes: veracidad y precision, asociados al
error total, el maximo sesgo que puede tener un dato.

Exactitud = Incertidumbre = Veracidad + Precision

Conclusiones

+ Los métodos de validacion nos dan informaciéon sobre las
caracteristicas del método, sus posibilidades y limitaciones.

+ Deben ser empleados en rutina bajo un control de calidad. Este
control es necesario para verificar que el método conserva sus
propiedades, es decir que trabaja en la forma esperada.

+ Entre los elementos para el control de calidad, deben incluirse:

o Determinacién de blancos, asociado al cilculo de la
precision.

e Muestras de control interno, asociado al seguimiento de la
calidad de los datos. Se puede usar un estandar primario o
una muestra de concentracion conocida estabilizada. El
laboratorio debe establecer con qué frecuencia se va a
usar.

® Muestras de referencia certificadas, asociado con la
trazabilidad. El laboratotio debe establecer la frecuencia
con que deben ser utilizadas, dependiendo del método.
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e Muestras de desempefio o ensayos de aptitud, asociado al
control externo y en casos especiales a la trazabilidad. Se
recomienda realizarlos al menos una vez al afio.

+ Durante la validacion el método se aplica comunmente a
muestras de concentracién conocida, mientras que en la
rutina se aplicara a muestras de diversa concentracion. El
Laboratorio puede decidir asi si el método requiere alguna
optimizacion o es adecuado para el objetivo propuesto.

+ HEs una practica acertada dentro del control de calidad
reanalizar muestras conocidas cada cierto tiempo, para
mantener la confianza en los resultados.

A continuacién, se presenta una Tabla Resumen con las
caracteristicas anteriormente mencionadas, donde se explicita, para
diferentes parametros que suelen determinarse en muestras de
agua, cudles de ellas deben ser investigadas en el proceso de
validacion y cudles son los elementos basicos del control de
calidad que deben ser tenidos en cuenta para cada método.
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2.3- EJEMPLO 1: PROCEDIMIEN TO NORMALIZADO
DE OPERACION

A continuacién, se detalla y comenta un procedimiento
normalizado de operacion (PNO).

Un procedimiento normalizado de operacion presenta los
pasos sucesivos a llevar a cabo cuando se desea determinar algun
parametro en particular en alguna muestra. Detalla las distintas
etapas que sirven al analista para analizar una muestra, y
generalmente esta basado en alguna normativa (ISO; ASTM, EPA,
etc.); debe presentar ademas informacion sobre el alcance del
método y sobre el control de calidad interno propuesto.

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION

PARA ...(la determinacion del pardimetro, por ¢ ‘alealinidad
total”)  POR EL METODO DE ...(citar el método de andlisis, por ¢
“titulacion potenciométrica”)

Deben incluirse al pie de la primera pdgina los datos relativos al
personal que prepard, reviso y aprobd el procedimiento:

Fecha: Firma:

Preparado por: | (Analista
Instrumental)
(Analista Quimico)

Revisado por: (Supervisor de
Calidad)

Aprobado por:

Se incluyen ademis los datos del documento:

| Fecha de emision: [ Revision: | No. de paginas: |

Se prohibe la reproduccion total o parcial de este documento sin previa
autorizacion del Supervisor del Laboratorio.
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El PNO debe contener tanto del detalle del procedimiento

como la forma de realizar el control de calidad del método
analitico.

SECCION DEL PROCEDIMIENTO

1.1

1.2

1.3

Aplicacion

Este método es aplicable a la determinacion de ......... en
muestras de (especificar la matriz en la que se puede aplicar el método,
por ejemplo “agnas residuales”)

El limite de deteccion de este método es ......... mg/L

E/ alcance del método debe ser especificado claramente::

Mediante este método se puede determinar........en un rango
de ...... a .....mg/L, y por dilucién, concentraciones
maximas de .......

Resumen del método

Es necesario presentar una breve descripcion de la metodologia analitica,
) los principios bsicos del método.

Precauciones de seguridad

Deben fignrar las condiciones relativas a la Higiene y Seguridad en el
trabajo, considerando los reactivos y el equipamiento utilizado, y
especificando el destino de los residuos generados en el procedimiento
analitico.

Precauciones

Se refiere a los cuidados especiales que deben tenerse en cada uno de los
pasos del procedimiento.



5.

10.

Validacion e incertidumbre en medidas quimicas 35

Interferencias

Deben detallarse todas las fuentes posibles, en items separados. Por
ejemplo, en un método espectrométrico, deberian figurar las interferencias
[fisicas, las quinicas y las espectrales.

Instrumental/materiales

Deben detallarse todos los instrumentos y material de laboratorio, en
items separados; en el ejemplo citado anteriormente deberia comenzarse
por el tipo de equipo espectrometrico; y siguiendo por las pipetas,
matraces, vasos, filtros si son necesarios en el pretratamiento de las
muestras, eic.

Reactivos

Deben figurar tanto los reactivos puros como la forma de preparacion
detallada de las soluciones necesarias.

Calibracion del equipo

Indicar todos los pasos previos para garantizar que el equipo esti
Sfuncionando correctamente (por ejemplo., para un método espectrometrico
atomico, ajuste de longitud de onda, ancho de ranura, flujo gaseoso, etc.)

Calibracion del método

Esto se refiere a la calibracion quimica de la metodologia. Se deben
indicar los diferentes pasos, y como preparar las soluciones que se van a
utilizar para construir la curva de calibrado. También debe incluirse el
tiempo de vencimiento de cada solucion.

Muestreo y preservacion

Se definen las caracteristicas necesarias para garantizar que la muestra a
analizar sea representativa del problema analitico en  cuestion.
Aszmismo, debe garantizarse gue la muestra una vez extraida legne al
laboratorio sin que se altere el pardmetro a determinar. También debe
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informarse la_forma de preservacion en el laboratorio y el tiempo mdixino
permisible antes del andlisis.

11. Procedimiento de analisis

Se debe detallar en pasos sucesivos cada una de las etapas, desde el
volumen de muestra tomado hasta la lectura final. Es la gnia prictica
para el trabajo del analista.

12. Analisis de datos

Se debe detallar el procedimiento de cdlenlo, teniendo en cuenta como
transformar el dato leido por el analista en el resultado final que se debe
entregar en el infornme.

El contenido de ...... en la muestra se calcula de la siguiente
manera:

C - Wa

Vm

donde:
C = concentracién de ...... en la muestra.
Was = cantidad de ...... obtenida de la cutrva de calibracién
en Ug.

Vm = volumen de la muestra en ml..

El resultado se debe reportar en mg/L + I, donde I es la
incertidumbre calculada.

13. Registro

Se detallan todos los registros que deben realizarse y preservarse, para
garantizar la trazabilidad del resultado.

Se generan los siguientes registros, los cuales se encuentran en
la sala de instrumental:

Cuaderno de Toma de Muestras, es un registro de las muestras
para analisis de ...... , donde se consigna el nombre del analista,
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fecha de analisis, el método que se aplica, la identificaciéon de la
muestra, acompafiado de su control de calidad, alicuota tomada
sea en peso o volumen y volumen final a la que se lleva.

Formulario de preparacion de reactivos, donde se registra la
fecha de preparacion, reactivo preparado, volumen de la solucion
preparada, marca y lote del reactivo, tiempo de duracién maxima,
nombre del analista que preparo.

Formulario de preparacion de Estandares de Calibracion y
Control, donde se registra fecha de preparacién, volumen
preparado, nombre del analista que prepard, marca y lote del
estandar; igualmente el frasco de almacenamiento tiene una
etiqueta donde se indica estandar preparado o estandar control,
fecha de preparacién, iniciales del analista, la concentracion de
cada analito, preservacion, tiempo de duracion maxima.

Cuaderno de Mantenimiento de los Equipos, donde se sefialan
los problemas en el equipo, para el mantenimiento preventivo y
correctivo del mismo.

Cuaderno de Disposicion de Muestras y extractos, donde se
registra fecha de ingreso, lote, fecha de eliminacién, nombre del
responsable de las muestras y extractos en custodia.

Cuaderno de No Conformidades, donde se registran la fecha y
nombre del responsable, la identificaciéon del problema, causas del
problema y las acciones correctivas o preventivas del mismo.
Resultados Analiticos

Resultados de los Analisis, donde se archivan los resultados
finales.

Cartas de control, donde se archivan las cartas de control
mensuales.

SECCION DE CONTROL DE CALIDAD

1. Limite de deteccion

El limite de detecciéon del método (LDM) es ... mg .../Ly se
calcula de acuerdo al procedimiento descrito en el Manual de

Control de Calidad.
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2.

Control de la veracidad (sesgo)

Para comprobar la veracidad del andlisis se puede usar una
muestra de control de ... o una muestra de control preparada
en ... u otro material de referencia. Se analiza como se
describe en la Seccidn de procedimiento. Se compara el resultado
con su valor de referencia y limites de aceptacion. Los
resultados obtenidos deben estar dentro de los limites de
control establecidos. Cuando el resultado no se encuentre
dentro del rango de los limites, se debe revisar el
procedimiento y repetir el analisis. Los limites de control se
verifican anualmente o si se realizan modificaciones en el
método. La muestra de control se analiza cada ... dias, o
dentro del mismo dia, cada .... muestras.

Control de la precision

En el caso del anilisis de una setie de muestras, se debe
realizar un ... (especificar el nimero de replicados) después de cada
...(especificar cada cudntas mmuestras). La desviacion promedio
relativa (RPD) no debe ser mayor del ... (espectficar el %
aceptable, que provendra de los estudios de repetibilidad y precision
intermedia realizados en la etapa de validacion). Sélo para los
duplicados cuyas concentraciones se encuentren en el orden
de 1 y 5 veces el limite de deteccion del método (LDM), la
RPD puede ser menor o igual a ...(espectficar el % aceptable, de
acuerdo a los datos de la validacion).

C, - Cy *
RPD = —————*100
(C, +C_,)/2
Donde:
RPD: desviacién promedio relativa porcentual
Ci: concentracioén de la muestra
Cra concentracién de la muestra duplicada

De no cumplirse esta regla se debe repetir el analisis de la
muestra y su duplicado. Si los datos de precisién siguen
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manteniendo una diferencia significativa con respecto a los
datos obtenidos en la validacién, todo el lote medido debe
considerarse fallido y proceder nuevamente a su analisis.

Fortificacidon y ensayo de recuperacion

En cada lote de muestras se analiza una muestra por

duplicado, al duplicado se le agrega ... ml de solucion
estaindar de ... mg/L. El porcentaje de recuperacién del
estandar debe estar entre el ... % y ... % (variable

dependiendo de la técnica utilizada, por lo general 90-110 %).
De no cumplirse esta regla se debe repetir el analisis de la
muestra y su duplicado con la adicién. En caso de que no se
logre la recuperacién esperada repetir el lote de muestras
analizadas.

Control de blancos

En cada lote de muestras se analiza un blanco de trabajo, los
blancos analiticos deben estar preparados con agua ultra pura
en cada lote de muestra y tratados de la misma forma que las
muestras para identificar posibles fuentes de contaminacién
(blanco de reactivos del método). El resultado obtenido debe
ser menor que el limite de deteccion del método (LDM). Si es
necesario realizar acciones correctivas, éstas deben estar
documentadas.

Estandares de verificacion

La curva de calibracion se verifica con .... (especificar el niimero)
estandares de ... y ... mg .../L con cada lote de muestras.

Los estandares de verificaciéon se preparan a partir de una
solucién madre diferente a la utilizada para la preparacion de
la curva de calibracion. El valor obtenido no debe diferir de &
... % del valor del estandar. En caso contrario preparar una
nueva curva de calibracion. Si es necesario realizar acciones
correctivas, éstas deben estar documentadas.
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7.

Cartas de control

Se debe mantener al dia las cartas de control para los blancos,
las muestras duplicadas y los estandares de verificacion.
Calcular los limites de control y advertencia, construir la carta
de control como se indica en el Manual de Control de Calidad
Analitico. Inmediatamente después de analizar las muestras
control, ingresar el valor en la carta de control. Se debe tomar
una accion correctiva en los siguientes casos:

- Si el valor determinado esta fuera de los limites de control,
se debe revisar el procedimiento y repetir el analisis.

- Si 2 de 3 valores determinados sucesivamente estan fuera de
los limites de advertencia, se debe revisar el procedimiento y
repetir el analisis.

- Si 7 de 8 valores determinados sucesivamente se encuentran
al mismo lado de la linea promedio, se debe revisar el proce-
dimiento.

Incertidumbre

Se debe  espectficar la metodologia  ntilizada para el cdlenlo de la
incertidumibre.

Informar la concentracion de la muestra como C*+1

Referencias

Citar las normas que se utilizaron como base para la
preparacion del procedimiento (por ejemplo, ISO, ASTM,
AOAC, etc). Si se trata de un método desarrollado “in
house”, se debe aclararlo.
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2.4- EJEMPLO 2: CALCULO DEL LIMITE DE
DETECCION PARA LA DETERMINACION
VOLUMETRICA DE CLORURO

En este ejemplo se presenta el calculo de una de las
caracteristicas que, como se especificé en la seccidn 2.2, es
necesario evaluar en un método analitico. Se detallaran los
principios basicos del analisis estadistico y los aplicarda a un
ejemplo concreto, mostrando la metodologia utilizada para el
calculo haciendo wuso de las herramientas estadisticas e
informaticas de una planilla de célculo.

Una vez obtenidos los resultados, en el laboratotio se
debera evaluar si el limite de detecciéon es o no es aceptable de
acuerdo a la norma en la que se basé el procedimiento (por ¢j, una
norma ISO tiene como informaciéon el LD estimado) y ademas,
debe compararse con la legislacion regulatoria vigente (si la hubiere)
para la cual fue solicitado el ensayo analitico.

A continuacion, se resume el método utilizado:

Materiales y Reactivos

- Agua destilada

- Solucién estandar de cloruro 1125 mg Cl/L

- Solucién de nitrato de mercurio 0,0141 N. Disolver 2,54 ¢ de
Hg(INO3)2.H20O en 50 mL agua, adicionar 0,5 mL de HNO;
concentrado y diluir a 1 litro. Normalizar la soluciéon con una
solucion estandar de cloruro.

- Solucién indicadora de difenilcarbazona.  Pesar 0,5 g de
difenilcarbazona, agregar 0,05 g de azul de bromofenol y llevar a

100 mL con alcohol etilico. Guardar en frasco oscuro.

- Material de vidrio comun de laboratorio
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- Bureta manual o titulador automatico

- Formularios para el informe y tratamiento de resultados - técnica
volumétrica

- Erlenmeyers o vasos de 250 mL

Procedimiento de la Medicion

- Medir 100 mL de agua destilada (por duplicado) y adicionar a cada
uno de los etlenmeyers o vaso.

- Adicionar 1 mL del indicador difenilcarbazona a cada erlenmeyer o
vaso. Se obtiene una solucion de coloracion azul-violeta.

- Adicionar luego, gota a gota, una soluciéon de acido nitrico 0,1 N
hasta coloracion amarilla, adicionando luego 3 gotas en exceso.

- Titular las muestras blanco (de agua destilada) con nitrato de
mercurio 0,0141 N. El punto final de la titulacién se visualiza por el
cambio de color de la solucion a azul-violeta.

- Anotar todos los datos y resultados en mL de volumen de titulante
en el formulario apropiado. Multiplicar dicho volumen por 5 para
obtener la concentracién en mg Cl-/L.

Calculo - Para 100 mL. de muestra:

mg/cl = GX03x1000 _ &
100

G = Volumen consumido de nitrato mercurico(mL)

NOTA: Esta operaciéon sera repetida en 6 dias diferentes
consecutivos.
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Bases estadisticas para el calculo del LD segun el disefio
experimental seleccionado

El analisis de vatianza, "ANOVA", es una técnica estadistica
empleada para aislar y estimar las varianzas que contribuyen para el
error total de un experimento, para analizar si hay o no diferencia entre
los lotes.

Dada una serie de datos:

Réplicas Lotes
1 2 3 4 5 6
1 X11 X12 X13 X14 X15 X16
2 Xo1 X22 X23 X24 X25 X26

Se acepta que cualquier valor x;j es la combinaciéon de tres
componentes:

xp=HtLite;

n = valor real (desconocido)

Li = efecto de las condiciones propias del lote, L.
(desconocido)

e = error experimental (desconocido)

1) = se estima por la media general de todos los datos, *

L = se estima por la diferencia entre la media del lote ¥/

y la media general *

(Li: xi—x)
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¢ij = se estima por la diferencia entre el valor x;j, y la media del

lote, i

€ij = (xl] - ;,)
(x; =) = (r, = X) +(x, = x))

SoxipTX +();i' x) +(ij‘;€[):

Las desviaciones individuales se cancelarian en las sumas,
debido a los wvalores positivos y negativos de igual
magnitud; esto se evita elevandolos al cuadrado:

ZZ(}C[]‘;)Z = Z(}f';)zni + X(x-x) =

SQOziS,«Z (n —1)

suma de los suma de los suma de los
cuadrados cuadrados cuadrados residual
totales lotes
SQ: SQu SQo
Grados de libertad:

a) total, Ny=m.n—1 m = n° de lotes (6)
b) lotes, Ny =m—1 n = n° de repeticién de anlisis (2)

¢) residual, No = m (n - 1)



Interpretacion de una tabla de ANOVA:
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Fuente de variacién Suma de Grados de Cuadrados
uente de variacio cuadrados libertad medios
_ = S
Entre lotes, SQ; Z(xl.-xfnl. N;=m-1 MIZ&
N
SO
Dentro del lote SQ, Sxi- % 2 _ _ Mo= =0
(residual) ( i) No=m(n-1) ’ No
Total ‘ _
=, _
$00=>"82(n, ~1) | ZE(x-x) | Ni=Nit Ny
i=1

La comparacién entre My y Mo, que son los cuadrados
medios entre lotes y dentro del lote se efectda por la prueba "F".

F calculado = M,

M,

Los cuadrados medios M; y M, se deben comparar para
determinar si M; es significativamente mayor que M, por ejemplo, para
ver si hay una fuente de error estadisticamente significativa entre los lotes.

Lo normal es que M; sea mayor que My, ya que de lo contrario el
método y la técnica deben ser examinados rigurosamente para detectar
cualquier fuente anormal de error. El valor de FF debe ser siempre mayor
que 1, por definicién, o sea que si Mj fuera menor que Mo, debe invertirse
el orden en la férmula anterior.

El test F es indicativo de si hay o no evidencia de
diferencias significativas entre lotes y dentro de los lotes. Si
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Fealculado €8 mayor que Fresrico todo este procedimiento de calculo
no es aplicable.

Procedimiento para el Calculo del Limite de Deteccion

- Se realizan analisis repetitivos para condiciones diferentes
(métodos, analistas, lotes, equipamientos, etc.).

- Se anotan en el cuadro de la hoja de calculo los resultados de la
titulacion de las muestras de agua destilada duplicadas dia a dia,
durante los 6 dias.

- Se trata de hallar la variabilidad en el mismo difa y la variabilidad
en diferentes dias. Se obtienen los promedios diarios y el Gran
Promedio de la Concentracién obtenida (GMC). El programa de
la planilla de calculo evalia automaticamente el analisis de
varianzas, estudiando los efectos debido a los errores analiticos
(variacién dentro de los andlisis) y a las condiciones diferentes
(variacién entre analisis).

- Se estiman las dispersiones (a través de las medidas de las
desviaciones estandar) para los errores analiticos (S¢ = dentro del
lote), en diferentes condiciones (S. = entre lotes) y el total (Sy).

- El Limite de detecciéon se calcula en base a la estimacién del
Criterio de Deteccion a partir de la variabilidad obtenida en los
blancos y previendo un error de tipo alfa y de tipo beta no
superior ninguno de ellos al 5 %.



Validacion e incertidumbre en medidas quimicas 47

Limite de deteccién

Diferencia entre Diferencia entre una
blancos muestra y un blanco 6
testigo

1B = 0.95

Resultado

Aplicacioén asociada a la planilla de calculo

Cada procedimiento de medicién es susceptible de ser
esquematizado (“modelado”) mediante algin tipo de formula o
algoritmo (plantilla Excel) en el que el resultado final esta ligado a
un conjunto de mediciones concretas. Esta plantilla puede variar si
se trata de otros métodos de analisis cuantitativos.

Lo normal es que el LD que interesa calcular sea el
resultado final de diversas operaciones y calculos. Las muestras
“blanco” 6 “testigo” deben estar sujetas a todas las fuentes de
error en las diversas fases del proceso, no solamente en las
propiamente analiticas sino también en las pre-analiticas.

Tabulacion de las lecturas:

En la planilla Excel se anotan los resultados de forma tal que
queden como en la tabla siguiente:
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MuNestra Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6
0.
Result. Result. Result. Result. Result. Result.
No. No. No. No. No. No.

Blanco

1
Blanco

2

En la siguiente figura se muestra el resultado de la entrada de los
datos:

I Prueba Resultados en unidades de mglL
SOLUCION | 1 2 3 Z 5 6
1 0,75 0,80 0,82 083 0,78 0,75
Blanco 2] 077 0,81 0,80 0381 0,75 0,76

Tratamiento de los datos:

La planilla Excel dispone de una Herramienta que es el
Analisis de Varianza. Para ello, en Herramientas y Analisis de Datos,
debe buscarse Analisis de Varianza de un Factor. En rango de
entrada se debe seleccionar la matriz de datos correspondiente a las
dos filas y a las seis columnas de la Tabla Anterior. Se debe
seleccionar agrupamiento por columnas, un valor de alfa de 0,01
(requisito para el test ) y en opciones de salida, que la presentacion
de los resultados sea en una hoja de calculo nueva.

En la tabla siguiente se presentan los resultados del
analisis de varianza para los datos del ejemplo. En la primera
columna figura el origen de las variaciones (entre grupos, dentro
de grupos y total), en la segunda columna la suma de cuadrados
(SQ1, SQo v SQroul), en la tercera columna los grados de libertad
respectivos, en la cuarta columna los cuadrados medios o el
promedio de los cuadrados, en la quinta columna el valor de F
calculado, en la sexta columna el valor de probabilidad del test F y
en la séptima el valor critico para el test F. Debe recordarse que
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este valor critico no debe ser mayor que el valor de I calculado,
que en el ejemplo es 8,7043.
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Estimacion del limite de deteccion

Normalmente y considerando el error de tipo alfa y el error
de tipo beta, el limite de deteccion se calcula de la siguiente manera:

L.D. = 3,3 8d (del blanco 6 testigo)

El factor 3,3 es el valor del parametro estadistico z para un
nivel de confianza del 95 % multiplicado por 2. El valor de Sd
es el valor de desviacion estandar dentro del grupo obtenido
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por rafz cuadrada del valor del cuadrado medio dentro. Se
utiliza el valor de desviacion estandar dentro del grupo, ya que
se ha probado mediante el test F que no hay diferencias
significativas entre lotes y dentro de lotes.
En nuestro ejemplo, el valor de Sd es la rafz cuadrada de
0,00019167, o sea 0,01384, con lo cual resulta:

L.D. = 3,3 Sd (del blanco 6 testigo) = 0,0457 mg/L
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2.5- EJEMPLO 3: VALIDACION DE UN METODO
CROMATOGRAFICO

El objetivo de este ejemplo es mostrar la validacion de la
metodologia de determinaciéon de contaminantes organicos en
matrices acuosas, mediante métodos cromatograficos, para la
evaluacion de diferentes caracteristicas del método. Se presentan
resultados reales obtenidos en un laboratorio de control de calidad

de aguas.
Con los resultados obtenidos:

+ Se acota el ambito y el rango de aplicaciéon para cada
compuesto en cada tipo de matriz.

+ Se obtiene la caracterizacién de cada compuesto en cada
matriz: LD, LQ, exactitud.

+ Se procede al estudio de las incertidumbres para cada
compuesto.

+ Se acota el rango de aceptacion de los materiales de
control y de los interlaboratorios.

Ambito de aplicacién

Conviene presentar una breve descripcion de la metodologia.
En el caso amplio, se podria utilizar las siguientes, si bien el
ejemplo se restringe a sélo una de ellas.

Extracciéon: SPE (on-line o off-line), SPME, CLSA, P&T
Separacion: HPLC, UPLC, CG

Deteccion: FLD, PDA, UV, MS, MS/MS, ECD, FID, NPD,
MS, MS/MS

Debe ademas hacerse una descripciéon de los compuestos a
determinar.

Es necesario especificar el tipo de matriz, que en este caso podria
ser: Agua residual, Agua natural, Agua tratada.
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Calibracion, rango de linealidad, limites de deteccion y
cuantificacion

Es recomendable realizar un estudio a tres niveles de
concentracion distintos:

+ nivel alto: concentracion cercana a la maxima usada en la
calibracion.

+ nivel medio: concentracidon cercana a la media usada en la
calibracion o bien cercana a los valores legislados.

+ nivel bajo: concentracién cercana a la menor usada en la
calibracién o bien cercana al limite de cuantificacion (LQ).

Con la calibracién de la metodologia se obtiene:

+ El rango de aplicacion: Concentracion maxima y minima a
la que se puede aplicar la metodologia analitica en cada
matriz.

+ El limite de deteccién de cada compuesto (D), en cada
matriz.

+ El limite de cuantificacion de cada compuesto (LQ)), en
cada matriz.

Exactitud (Veracidad y Precisién)

Estudios de Repetibilidad y Reproducibilidad:

Es recomendable realizar una fortificaciéon de cada una de las
matrices a los tres niveles de concentracién, durante unos siete

dias distintos, y disponer de los resultados como se muestra en la
tabla:
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. %RSD
nivel alto v
Agua residual - - x 7 dias distintos —
nivel medio % recuperacién
nivel bajo Exactitud
nivel alto %RSD
Agua natural nivel medio x 7 dias distintos UCV —
nivel baio /o recuperacion
] Exactitud
nivel alto %RSD
ivel i .
Agua tratada nivel medio x 7 dias distintos UCV =
. . /o recuperacion
nivel bajo -
Exactitud

En ejemplo siguiente se muestra la validaciéon del método
para la determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos

(PAHS)

1. Ambito de aplicacién

1.1 Objetivos:

+ Validar la metodologfa descrita en el procedimiento PNT

MA/QO-01, evaluando los valores de los limites de
deteccidn y cuantificacion, y exactitud, a tres niveles de
concentracion.

Determinar si los resultados obtenidos permiten cumplir
con los requisitos reglamentarios.

1.2 Breve descripcién de la metodologia:

Determinacion de PAHs por SPE y HPLC-FLD.
Extraccién de 500 mL de agua con cartuchos para SPE
(ODS-18), eluciéon con cloruro de metileno vy
concentracion a 500 ul. con acetonitrilo.

Analisis cromatografico por HPLC, con columna RP-18,
inyeccion de 20 uL. y deteccion por fluorescencia.
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1.3 Descripcion de los compuestos a determinar:

+ Analitos legislados: Fluoranteno, Benzo (b) fluoranteno,
Benzo (k) fluoranteno, Benzo(a)pireno, Benzo
(g,h,i)perileno, Indeno(1,2,3,c,d).

+ Analitos no legislados: Benzo(a) antraceno, Criseno,
Dibenzo (a,h) antraceno.

1.4 Tipo de matriz: Aguas continentales naturales, tratadas y de
consumo.

2. Calibracion

e Patrén de calibracion: solucién certificada de 16 PAHs
(Supelco), con el cual se procede al estudio de calibracion
(recta, LD, LQ, rango de aplicacion).

® Los resultados obtenidos para los analitos legislados, a
partir de la calibracion del método son:

Analito Rango de aplicaciéon
Conc. Inferior Conc. Superior LQ

(LQ) ng/L ng/L ng/L
Fluoranteno 0,007 0,7 0,007
Benzo(b)fluoranteno 0,007 0,3 0,007
Benzo(k)fluoranteno 0,003 0,3 0,003
Benzo(a)pireno 0,007 0,3 0,007
Benzo(g,h,i)perileno 0,030 1,2 0,030
Indeno(1,2,3,c,d)pireno 0,030 0,9 0,030

3. Estudios de Repetibilidad

Se realiza una fortificaciéon de cada una de las matrices a tres
niveles de concentracion, analizando siete replicados en un mismo

dia.
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0,100
0,040
0,040
0,099
0,160
0,100

Nivel alto

ng/L
Nivel
medio
0,010

0,004

0,004

0,010

0,016

0,010
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bajo
0,005
0,002
0,002
0,005
0,008
0,005

Nivel

Analito

Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Benzo(g,h,i)perileno
Indeno(1,2,3,c,d)pireno

Fluoranteno

Los resultados deben ser presentados informando los parametros

estadisticos correspondientes:
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4. Estudios de Reproducibilidad

Se presentan los

resultados

obtenidos

procediendo a

la

fortificacién de cada una de las matrices a tres niveles de
concentracion, durante siete dias distintos.

Analito ng/L
Nivel Nivel Nivel alto
bajo medio
Fluoranteno 0,005 0,010 0,100
Benzo(b)fluoranteno 0,002 0,004 0,040
Benzo(k)fluoranteno 0,002 0,004 0,040
Benzo(a)pireno 0,005 0,010 0,099
Benzo(g,h,i)perileno 0,008 0,016 0,160
Indeno(1,2,3,c,d)pireno 0,005 0,010 0,100
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Reproducibilidad a nivel medio
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5. Estudios adicionales

Para cumplimentar todos los requerimientos de la validacion, es
necesario tener en cuenta los siguientes aspectos:

+  Determinar los criterios de aceptacion de materiales de control

<>

distintos de los utilizados en la validacion, pero con los mismos
analitos y semejante nivel de concentracion.

Estudio de la variaciéon del tiempo de retenciéon de los
picos cromatograficos en el tiempo, caracteristica
instrumental que siempre debe ser corroborada.

Estudio de seguimiento en las recuperaciones al variar los
lotes de cartuchos SPE utilizados en la etapa previa a la
corrida cromatografica, caracteristica de los insumos
utilizados en el procedimiento analitico.

Célculo de incertidumbres.
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2.6- EJEMPLO 4: CALCULO DE LIMITES DE
DETECCION PARA LA DETERMINACION DE PLOMO
Y OTROS METALES

En forma similar a lo detallado para el caso de la
determinaciéon de cloruro, se muestra otro ejemplo, donde se
procede al calculo del limite de deteccion para la determinacion de
plomo en muestras de agua por la técnica de espectrometria de
absorcion atémica por horno de grafito.

Para realizar el calculo del LD, se miden dos soluciones
blanco, durante 6 dias consecutivos, y se registran los datos
obtenidos a partir de la curva de calibracién. La planilla de calculo
a utilizar es similar al caso ya detallado y la tabla de introduccion
de datos es la siguiente:

| Prueba Resultados en unidades de mg/l
SOLUCION | 1 2 3 7 5 5
1 0,006 0,007 0,005 0,006 0,008 0,007
Blanco 2 0,009 0,006 0,006 0,008 0,007 0,009

Tratamiento de los datos:

Se aplica la misma herramienta que es el analisis de
varianza. Para ello en Herramientas y Analisis de Datos debe
buscarse Analisis de Varianza de un Factor. En rango de entrada se
debe seleccionar la matriz de datos correspondiente a las dos filas y a
las dos columnas de la tabla Anterior. Se debe seleccionar
agrupamiento por columnas, un valor de alfa de 0,01 y en opciones
de salida que la presentacion de los resultados sea una hoja nueva.

Los resultados del analisis estadistico se reflejan en la
tabla siguiente, donde en el analisis de varianza, figura en la primera
columna el origen de las variaciones (entre grupos, dentro de grupos
y total), en la segunda columna la suma de cuadrados (SQ1, SQo y
SQoral), en la tercera columna los grados de libertad respectivos, en la
cuarta columna los cuadrados medios o el promedio de los
cuadrados, en la quinta columna el valor de F calculado, en la sexta
columna el valor de probabilidad del test I y en la séptima el valor
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1 test F. Debe recordarse que este valor critico no debe

ser mayor que el valor de F calculado, que en el ejemplo es 0,96.
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LD = 0,0043 mg/L
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Como en todos los casos, se debera especificar si el limite de
deteccion es o no es aceptable de acuerdo a la norma analitica que
se sigui para aplicar este procedimiento y ademas, debe compararse
con la regulacién vigente y para la cual fue solicitado el ensayo
analitico. El plomo corresponde al grupo de metales que es
necesario controlar en cuestiones ambientales, por lo tanto debera
compararse con lo permitido en la legislacion ambiental vigente, de
acuerdo a la calidad del agua deseada (normalmente, esto se define
en las legislaciones de acuerdo a su uso: potable, de fuentes de
provision, residual, etc.)

Otra forma de proceder cuando se esta utilizando una
técnica instrumental donde necesariamente debe emplearse una
curva de calibrado, es la siguiente:

Se construye la curva de calibrado como se realiza
habitualmente con seis puntos aproximadamente tratando de
cubrir todo el ambito de trabajo lineal.

Esta curva tendrd una ordenada al origen y una pendiente,
y a su vez un coeficiente de correlacion que debera ser muy
proximo al valor de 1, lo que asegurara la bondad del ajuste de la
curva.

Se procede a leer varias veces, aproximadamente 20, un
blanco de reactivos o un estandar muy bajo en concentraciéon y
proximo a lo que se espera sea el limite de deteccion.
Generalmente, y a través de la bibliografia, este valor se puede
estimar.

El valor de desvio estindar obtenido, multiplicado por el
factor 3,3 correspondera a la lectura en donde se puede diferenciar
un blanco de una muestra.

Aplicando la ordenada al origen y la pendiente a este valor,
se obtiene el LD de cada caso en particular.
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En la tabla siguiente se muestra un ejemplo de calculo para
tres diferentes metales

Anélisis de metales totales en aguas por Abs. Atémica (Caso A)

BK No. Cu BK No. Fe BK No. Zn

1 0,0014 1 0,0006 1 0,0066

2 0,0010 2 0,0016 2 0,0054

3 0,0018 3 0,0003 3 0,0054

4 0,0010 4 0,0011 4 0,0056

5 0,0024 5 0,0015 5 0,0047

6 0,0014 6 0,0014 6 0,0046

7 0,0012 7 0,0005 7 0,0054

8 0,0010 8 0,0009 8 0,0044

9 0,0017 9 0,0014 9 0,0050

10 0,0010 10 0,0010 10 0,0043

11 0,0022 11 0,0018 11 0,0069

12 0,0016 12 0,0011 12 0,0059

13 0,0021 13 0,0012 13 0,0060

14 0,0019 14 0,0016 14 0,0058

15 0,0021 15 0,0014 15 0,0058

16 0,0017 16 0,0005 16 0,0063

17 0,0025 17 0,0014 17 0,0064

18 0,0023 18 0,0017 18 0,0067

19 0,0022 19 0,0011 19 0,0060

20 0,0023 20 0,0008 20 0,0066

SUM 0,0348 [sum 0,0229 |sum 0,1138

Media 0,0017 |Media 0,0011  |Media 0,0057
S 0,00051748 S 0,00043465 S 0,000787334

3,3*S 0,001708 33*S 0,001434 33*S 0,002598

Y=A+BX= 0,001708|Y= A + BX 0,001434|Y=A+BX = 0,002598
A= 0,0004152| A= 0,0003469 | A= 0,00043412
B= 0,153996|B= 0,070351|B= 0,348602
LD= | 0,00839305(LD= | 0,015457444|LD= | 0,006207888

0,0084 mg/L 0,0155 mg/L 0,0062 mg/L
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En la tabla siguiente se presentan resultados utilizando
otra técnica, en este caso ICP-OES, con valores obtenidos en un
laboratorio de anilisis de muestras ambientales.

Analisis de metales totales en aguas por ICP-OES (Caso B)

Bk No. Cu (ICP) BKNo. Fe (ICP) BK No. Zn (ICP)
1 33,97 1 1,516 1 4,707
2 35,55 2 1,621 2 3,768
3 37,78 3 1,626 3 3,7650
4 37,89 4 2,392 4 4,7670
5 35,54 5 1,591 5 3,842
6 36,03 6 1,577 6 3,821
7 36,38 7 1,625 7 4,799
8 32,41 8 1,546 8 3,8190
9 35,84 9 1,590 9 3,823
10 35,76 10 1,564 10 3,866
11 32,81 1 1,608 11 3,875
12 36,76 12 1,604 12 3,829
13 37,19 13 1,582 13 3,9000
14 34,65 14 1,616 14 4,896
15 31,65 15 1,677 15 3,88
16 35,35 16 1,590 16 3,887
17 36,43 17 1,720 17 5,016
18 36,26 18 1,605 18 3,99
19 35,42 19 1,612 19 4,913
20 36,56 20 1,576 20 3,965
SUM 710,23 SUM 32,837615(SUM 83,128
Media 35,5115 Media 1,6419 Media 4,1564
S 1,68365603 S 0,1817686 S 0,47225221
3,3*S 5,5561 33*S 0,5998 3,3*S 1,5584
Y=A+BX= 41,0676]Y=A + BX 2,2417|Y=A+BX= 5,7148
= 37,9072|A= 1,50209 A= 4,36048
= 614,2932|B= 235,1449|B= 307,2112
LD= | 0,00514472|LD= | 0,00314541|LD= | 0,00440854
0,0051 ppm 0,0031 ppm 0,0044 ppm
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2.7- EJEMPLO 5: ESTIMA CION DEL LIMITE DE
DETECCION PARA METODOS CUANTITATIVOS
MICROBIOLOGICOS

En este ejemplo se retoma el calculo del Limite de Deteccion
(LD) para un caso particular, como es el de las determinaciones
microbiolégicas (métodos cuantitativos microbiolégicos en los cuales
el calculo cuantitativo se basa en el conteo de particulas).

En la investigacion sobre Validacion Microbiologica se
requieren datos bajo la suposiciéon de que provienen de una
distribucién Poisson; sin embargo, esta suposicién no siempre es
razonable. En ese caso, aplicar métodos estadisticos adecuados
para variables Poisson puede producir conclusiones equivocadas.

En este tratamiento, se propone una prueba de razén de
verosimilitudes generalizada (PRVG) para probar la hipétesis de
distribucién Poisson contra la hipotesis alternativa compuesta de
la Binomial Negativa o la Binomial.

El cociente entre la media y la varianza muestrales (}) se
usa como indicador para elegir la alternativa apropiada. Si (y) < 1
la alternativa es la distribucién Binomial Negativa; si (y) >1, la
alternativa es la Binomial. La prueba paramétrica propuesta es
consistente con los resultados obtenidos en conjuntos de datos
Poisson ampliamente conocidos.

media 7,

varianza o

La prueba que se propone tiene como finalidad verificar si
una muestra aleatoria proviene de una distribuciéon de Poisson,
cuando las posibles alternativas son la Binomial Negativa o la
Binomial. El criterio estadistico que se propone se denominara
“Prueba del Modelo Poisson”, en el cual se supone que se tiene
una muestra aleatoria X, Xb,..., X, de tamafio # de la distribucion
Poisson.



64 Validacion e incertidumbre en medidas quimicas

Entonces, la prueba consiste en:

X _
1. Estimar y como: P =—— donde X es la media y S? la
S
varianza de la muestra microbiologica.

2. Seleccionar la prueba correspondiente dependiendo del
valor de 7, a saber:

Si 7 < 1 seleccionar la PRVG (Prueba de la Razén de
Verosimilitudes Generalizada) para la distribucién Poisson
contra la Binomial Negativa.

Si 7 > 1 seleccionar la PRVG para la distribuciéon Poisson
contra la distribucién binomial.

Es de notar que debido a la variabilidad de los datos del
experimento es poco probable que ocurra P =1.

3. Plantear el juego de hipdtesis: Hp: Poisson vs Ha:
Binomial Negativa. Si se rechaza Hy, entonces se rechaza
el modelo Poisson a favor de la distribucion Binomial
Negativa. Si Ho no se rechaza, entonces no hay evidencia
para negar el modelo Poisson.

Recuentos Totales

En microbiologia se admite que la mejor representacion
de la dispersiéon de los resultados de un conteo bacteriano se
realiza mediante las variables aleatorias siguientes:

- Ley de Poisson: P (L), se caracteriza porque la media es
igual a la Varianza:

EX) = VarX) = A

Donde E(X), representa la media y Var(X), representa la varianza.

- Ley Binomial Negativa: Bneg(A,K), se caracteriza porque
la Varianza es igual a K multiplicada por la Media.
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Var(X) = K x E(X)

Donde E(X), representa la Media, Var(X), representa la varianza y
K es el coeficiente de sobredispersion.

La ley log-normal es una aproximaciéon aceptable a la
binomial negativa, cuando se estima la media puntualmente en un
material (cepa), pero no es una aproximacion aceptable al estimar
sobre todo el ambito de concentracion.

Para tener una representacion completa y objetiva de la
Dispersion (variabilidad) de los resultados de un conteo bacteriano

(Z), basta con tener una estimacioén de dos parametros: A y K. Para
({4

considerar estos dos parametros a partir de una serie de “n” datos
contados xi, basta con calcular la Media y la Varianza estimadas:

n

ixi Z('xi -x)*

i=1 y ¢ ==l
n n—1

X =

A es estimada por x
2

, s
K es estimada por —
X

En el ejemplo siguiente se presentan los datos de un
conteo bacteriano en 20 cajas, a un nivel de concentracion bajo:

Se obtuvieron los siguientes resultados (x;):

1,0,5,3,1,1,2,7,2,2,2,3,3,0,2,0,1,2,1,5

Realizando los calculos pertinentes, se obtiene
n: 20

Media: 2,15

Varianza: 3,292

Por lo tanto:
Estimacion de A: 2,15
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Estimacién de K: 1,53

Para continuar con el proceso de calculo matematico y obtener
informacién objetiva y confiable, necesitamos calcular la Variabilidad
Estandar Relativa al cuadrado, que se calcula como el cociente entre Ky la
media. Para los datos de este ejemplo, entonces:

Variabilidad estandar Relativa W2: 0,7122

2
wr="_=0,7122
X

Variabilidad Total

La variabilidad observada en el proceso microbiolégico es
la suma de todos los factores bioldgicos que operan desde antes de
la toma de la muestra, combinados con los factores analiticos que
intervienen durante su estudio en el laboratorio.

Como se muestra en la figura, se puede calcular el
cuadrado de la variabilidad total (VI) como de la suma del
cuadrado de la variabilidad biologica (VB) mas el cuadrado de la

variabilidad analitica (VA).
\/ 2
VT = ‘#’B2+ VA

VT = Variabilidad total

WA = Variabilidad analitica

VB = Variabilidad biolégica

Determinacion de la variabilidad total conforme al
teorema de Pitagoras
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En el proceso microbiologico, dentro de la variabilidad
analitica hay dos incertidumbres que se deben medir por separado
y en conjunto:

1. Imprecision = Coeficiente de variacion relativo
2. Inexactitud = Indice de desviacion estandar

Las cuales en conjunto nos permiten estimar el error total, como
se muestra en la figura.

Incertidumbre
ET = Error total

ET = V IDs%+ cvR?

ET = Error total

. Exacttud
IDS = Indice desv. estand.

Precision
CVR = Coeficiente de variacion relativa

Determinacicn del Error total conforme al
teorema de Pitigoras

La forma de calculo de W2 describe el modelo de dispersion:

J=Y W= j _o 7122=W,

tot

En forma reducida:

Woi=2 W
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Se trata de un modelo lineal simple (aditivo), donde la dispersion
W2 generada por los diferentes factores es representada por W2,

Por lo tanto la dispersion total es:

2 2 2 2 2
VVtot W WPmsson + WVmuestra + W + W

+WA +WC

licuota Rcolonias onfirmacion

Y cada una de las varianzas relativas al cuadrado tiene su disefio y
forma especifica de calculo.

Se pueden agrupar algunos de los factores para incluirlos
en la varianza del método de analisis:

W = Vmuestra + WA W + WR + WC

Método de analisis llcuota colonias onfirmacion

Por lo tanto:

W:=w!=Ww;

tot

2
oisson + WMétodo de andalisis

O lo que es lo mismo:

w?

tot

2
WPOlsson WMétodo de analisis

Para estimar W2 Meodo de andlisis, tenemos que disefar
estadisticamente experimentos para evaluar cada una de las fuentes
de dispersion. El costo de este trabajo global, tanto en tiempo
como en dinero, es relativamente alto para un laboratorio, sobre
todo si no cuenta con materiales de referencia certificados.

Una alternativa pragmatica y objetiva seria globalizar estas
varianzas relativas a la varianza telativa del método analitico,
siendo necesario para esto contar con un material de referencia
bien caracterizado y conocer el sesgo del laboratorio. El
laboratorio de microbiologia debe tener sistemas de aproximarse a
este valor de referencia y poder ver cual es el sesgo del laboratorio.
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2 . L
Elvalot W0 de andiisis » podria evaluarse estadisticamente

de la siguiente forma:

1-

2-

En condiciones de REPETIBILIDAD, en la misma serie
analitica:

W2 =W2 _ +W?

tot Poisson ir

En condiciones de REPRODUCIBILIDAD INTRA-
LABORATORIO, es decir en el seno del mismo laboratotio,
pero en series analiticas diferentes:

w2 =w,

tot Poisson

2 2
+VVir +VV1’R

En condiciones de REPRODUCIBILIDAD INTER-
LABORATORIO, es decir en el seno de un laboratorio a
otro laboratorio (programas interlaboratorios).

w2 =W}

2 2 2
tot Poisson + W;r + VViR + VI/]R
. ., W2 . .
La estimacion de ;. se puede realizar teniendo como base

los resultados del control de calidad interno del laboratorio
(CC), a condicién de que tenga réplicas. Mas generalmente,
toda serie de ensayos repetidos en condiciones de
repetibilidad, preferentemente sobre muestras naturalmente
contaminadas.

En el siguiente ejemplo se muestra una determinaciéon de

2 . . . .
VV,-, a partir de 15 medidas repetidas sobre un mismo

material (cepa), en la misma serie analitica.
Los resultados obtenidos (x;) son:

38-33-42-37-36-26-34-35-40-29-27-22-29-28-33



70 Validacion e incertidumbre en medidas quimicas

Aplicando el calculo estadistico correspondiente, se obtienen
los parametros:

n: 15
Media: 32,6
Varianza: 31,83

Estimacion de A: 32,6
Estimacion de K: 0,97

Variabilidad Estandar Relativa W2: 0,0299

Calculo de W2poisson: 0,0307
Calculo de W2;: -0,0007

El valor W2pgisson se calcula como la inversa de la media, por
lo tanto el valor de W2;; se calcula como la diferencia entre W2
¥ Wpsisson. El resultado negativo -0,0007 significa que la
dispersion de los resultados observados sigue la ley de
Poisson (estimador A sesgado), K = 1,0 El error vinculado al
método de conteo parece insignificante por lo tanto: W2, = 0,
y se ha obtenido el primero de los componentes buscados.

El segundo término Wl; se puede estimar con los datos del

control interno de calidad. Es necesario el uso de materiales
de referencia certificados y que el laboratorio esté bajo
control analitico o de calidad.

o . o 2
En el siguiente ejemplo se muestra la determinacion de VV,R ,

a partir de los resultados de un control de calidad interno,
realizando una medida al difa durante 30 dias sobre un
material de referencia:

Los resultados obtenidos (xi) son:

34-24-16-35-41-32-35-38-41-30-25-33-28-46-35-
15-34-30-26-30-25-23-42-39-18-39-32-26-28-41
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Aplicando el calculo estadistico correspondiente, se obtienen
los parametros:

n: 30
Media: 31,37
Varianza: 61,96

Estimacion de A: 31,37
Estimacion de K: 2,0

Variabilidad Estandar Relativa W2: 0,0630

Cilculo de W2ppisson: 0,0319
W2;: 0,0000 (calculado anteriormente)
Cilculo de W2r: 0,0311

Para estimar el Gltimo término W32, el laboratorio debe estar

IR >
participando en un programa interlaboratorios, que se base en
un ensayo de aptitud sobre materiales representativos y tan
diversos como sea posible. Esto se muestra en el ejemplo
siguiente, a partir de los resultados de un ensayo
interlaboratorio en el que participan 100 laboratorios, de los

cuales el laboratorio de interés es uno de ellos.

n: 100
Media: 27,44
Varianza: 300,06

Estimacion de A: 27,44
Estimacion de K: 10,9

Variabilidad Estandar Relativa W2: 0,3986

Calculo de W2pyisson: 0,0304
W2;,: 0,0000

W2r: 0,0311

Calculo de W2: 0,3310
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Como:

W2 =w; . +W. +W:+W,

tot Poisson i

Se obtiene a partir de los datos:

W2 =w2  +0,0000+0,0311+0,3310
Vtht = Wonisson + 0’3621

Se puede comprobar analizando los datos del ejemplo
que el error de medida intralaboratorio (en el seno de la
misma serie) es insignificante; en cambio, sobre el material
considerado en el momento del ensayo interlaboratorios, el
error de medida interlaboratorio si es notable.

Expresion de la Incertidumbre:

En agua, el valor de E. coli debe ser de 0 ufc/100mL, para
consideratla potable segin el Decreto Nacional de agua potable.

Por lo tanto dar un valor de incertidumbre es muy poco
entendible, por consiguiente es mejor expresar la incertidumbre en forma
de un limite de deteccion (D), estimado por la siguiente ecuacion:

2
- WMétado de analisis 1

LIMITE DE DETECCION = LD = £°

2
Método de andalisis

En este ejemplo, el limite de deteccion calculado para el método es:

-0,3621 _
D= 0,05 1
0,3621

Para facilitar todos estos calculos, se puede emplear una
planilla de célculo, ya que permite combinar los resultados de los
diferentes experimentos diseflados para llevar a cabo el control de
calidad. La misma se muestra a continuacion.

2
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[Eiemplo No1]  [Ejemplo No2]  [Ejemplo No3|
X X X No Laboratorio X
1 38 34 1 34
0 33 24 2 24
5 42 16 3 16
3 37 35 4 35
1 36 41 5 41
1 26 32 6 32
2 34 35 7 35
7 35 38 38
2 40 41 41
2 29 30 30
2 27 25 . 25
3 22 33 39 33
3 29 28 40 28
0 28 46 41 46
2 33 35 42 35
0 15 43 15
1 34 44 34
2 30 45 30
1 26 26
5 30 30
25 25
23 . 23
42 66 42
39 67 39
18 18
39 39
32 32
26 . 26
28 99 28
41 100 41
n 20 15 30 100
Media 2,15 32,6 31,4 27,4
Varianza 3,29 31,83 61,96 300,06
Estimacion dei: 2,15 32,60 31,37 27,44
Estimacion de K: 1,5 1,0 2,0 10,9
Variab Est Rel W: 0,7122 0,0299 0,0630 0,3986
Calculo de Wrgisson 0,0307 0,0319 0,0364
Calculo de Wzi,: -0,0007 0,0000 0,0000
Calculo de WZiR: 0,0311 0,0311
Calculo de Wg: 0,3310
Calculo de Wy 0,3621
Limite de deteccion LD: 54

73
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Para facilitar la construccién de 1a Tabla, debe tenerse en
cuenta que la columna B corresponde al ejemplo 1, 1a D al ejemplo
2,la F al ejemplo 3 y la I al ejemplo 4 (donde por simplicidad no
se han cargados los 100 datos).

A partir de la fila 35 aparecen los resultados y los estadisticos
calculados en cada caso, por ejemplo el nimero de datos, el
promedio, la varianza, etc.

a) La celda B35 indica el nimero de datos del Ejemplo 1
b) La celda B36 es el promedio de los datos del Ejemplo 1
c) La celda B37 es la varianza de los datos del Ejemplo 1

d) La celda B39 es la estimacion de lambda y coincide con la celda B36

e) La celda B40 es la estimacion de K y es el cociente entre B37 y B36
f) La celda B41 es la variabilidad estandar relativa y es igual al cociente
entre B37 y la potencia cuadrada de B36

g) En el Ejemplo 2 el valor de la potencia cuadrada de W de Poisson es
la inversa del valor de estimacion de lambda

h) En el Ejemplo 2 el valor de la potencia cuadrada de Wir es la resta
de D42 y D44

i) En el Ejemplo 3 el valor de la potencia cuadrada de Wir se obtiene
por comparacion con el valor obtenido en el Ejemplo 2, siendo O si ese
valor era negativo y siendo ese valor si aquel era positivo.

j) En el Ejemplo 3 el valor de la potencia cuadrada de WiR es la resta
de F42, F44 y F45

k) En el Ejemplo 4 el valor de la potencia cuadrada de WIR es la resta
de 142, 144, 145 y 146

1) En el Ejemplo 4 el valor de la potencia cuadrada de Wtot es la suma
de 145 a 147

m) En el Ejemplo 4 el valor del LD es el nimero 0,05 elevado a la
potencia negativa de 149 menos 1 y luego dividido por 149




3.- INCERTIDUMBRE EN MEDICIONES
QUIMICAS

3.1- ASPECTOS GENERALES

El Vocabulario Internacional de Metrologia define el error
como “la diferencia entre el resultado obtenido y el valor
verdadero del mensurando”. La incertidumbre y el error estin
asociados, ya que la incertidumbre debe considerar todas las todas
las posibles fuentes de error del proceso de medida. De todos
modos, hay diferencias entre ambos conceptos.

Puede darse el caso de que un resultado tenga un error
despreciable, ya que por casualidad, este resultado puede estar muy
proximo al valor verdadero. Ademas, el error cometido al analizar
varias muestras con un método analitico no es siempre el mismo
ya que los errores aleatorios hacen que el error cometido en cada
uno de los analisis sea diferente.

Sin embargo, la incertidumbre de todos los resultados
obtenidos al analizar esa muestra es siempre la misma ya que se
utiliza siempre el mismo método analitico. Por tanto, si se calcula
la incertidumbre para un método analitico y un tipo de muestras
determinado, todos los resultados obtenidos para las mismas
muestras de ese tipo que se analicen con ese método tendran la
misma incertidumbre, aunque no tienen por qué tener el mismo
error asociado.

La veracidad de un resultado se define como el grado de
concordancia entre el valor medio obtenido a partir de una serie
de resultados de ensayo y un valor de referencia aceptado. La
incertidumbre y la veracidad estin muy relacionadas entre si, ya
que si no se ha verificado la veracidad de un resultado, no se
puede garantizar que se hayan corregido todos los errores
sistematicos del mismo vy, por lo tanto, no es posible asegurar que
el intervalo (Valor estimado * Incertidumbre) contenga al valor
considerado verdadero con una determinada probabilidad.
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Al expresar un resultado analitico como (Valor estimado +
Incertidumbre), el analista debe verificar que el Valor estimado no
tiene un error sistematico. Si la veracidad del resultado se ha
verificado utilizando un estandar nacional o internacional (CRM,
método de referencia, etc.), en ese proceso también se verifica la
trazabilidad del resultado frente al estandar utilizado. En este
caso, la incertidumbre y la trazabilidad también estan relacionadas
entre si.

La incertidumbre debe incluir un término asociado a la
precision intermedia del experimento, y otro término asociado a
verificar si el método tiene o no un error sistematico. Esto hace
que la incertidumbre siempre sea mayor que la variabilidad de los
resultados debida a la precision intermedia.

Incertidumbre y precision de un resultado analitico son
términos muy relacionados. Los analistas estin acostumbrados a
asociar el término precision a un determinado mdltiplo de la
desviacién estindar o a un intervalo de confianza, resultante de
repetir el analisis de la muestra problema.

El concepto de incertidumbre es mas global, en el sentido
de considerar todas las fuentes posibles de error que intervienen el
resultado final. Probablemente la diferencia mas importante se
encuentra en el hecho de que el concepto de incertidumbre esta
intimamente ligado con el concepto de trazabilidad, no asi el de
precision, que indica una mera dispersion de los datos. ISO define
la incertidumbre como "una estimacion unida al resultado de un
ensayo que caracteriza el rango de valores dentro de los cuales se
afirma que esta el valor verdadero". Practicamente esto nos esta
diciendo que ya que la estimacion de la incertidumbre debe incluir
el valor verdadero, no tiene ningun sentido calcular Ila
incertidumbre sin antes haber verificado la trazabilidad del
procedimiento analitico, ya que solamente en estas circunstancias
podremos asegurar que el valor verdadero cae dentro de nuestra
incertidumbre.
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3.2- CALCULO DE INCERTIDUMBRE MEDIANTE EL
CRITERIO EURACHEM

El método para el calculo de incertidumbres promovido
por la ISO fue primero aplicado a resultados fisicos, y
posteriormente adaptado al campo de las mediciones quimicas por

el EURACHEM (CITAC/EURACHEM 2000).

En este enfoque se divide el proceso de medida quimico
en bloques o pasos, se busca la incertidumbre de cada bloque o
paso, y finalmente se combinan para encontrar la incertidumbre
total en sus partes fundamentales mediante la identificacion,
estimacién y combinacion de todas las fuentes de incertidumbre
asociadas con el proceso de medida.

Esta aproximacion puede ser usada con métodos clasicos de
analisis o bien con otros casos muy simples. Para otras metodologfas,
las dificultades para establecer una relacion matematica entre los
resultados analiticos y los parametros que intervienen el procedimiento
analitico lo hacen muy complejo, y suele ser mejor dividir el proceso de
medida en un nimero de bloques como el muestreo, los
pretratamientos de la muestra, la separacion del analito, la medida
instrumental, los calculos, etc., en lugar de intentar buscar una
expresion algebraica del tipo y = fix;, x;, Xz, ...).

El procedimiento para cuantificar la incertidumbre total se
muestra en el esquema siguiente:
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Especificacion
Modelar el proceso de medida

Identificacion
Identificar las fuentes de incertidumbre

Cuantificacion
Calcular las incertidumbres estandar

Combinacién
Calcular la incertidumbre estandar combinada
Calcular la incertidumbre expandida

Especificacion

Ya que normalmente el resultado de una medida depende
de diversos parametros (otros mensurandos que puedan haberse
estimado, constantes y otras cantidades), es necesario especificar la
relacioén entre la cantidad medida () y estos parametros (x;, x;, X%,
...). En lo posible, esta relacion debe expresarse como una
expresion algebraica del tipo y = fix;, x;, xz, ... ).

Una vez hecho esto, se llevara a cabo la identificacién y la
cuantificacion de las fuentes de incertidumbre de cada bloque, y se
calculara la incertidumbre total combinando los valores de las
incertidumbres individuales calculadas.

Identificacion

Es necesario identificar, a partir del conocimiento del
método analitico, todas las fuentes de incertidumbre posibles,
independientemente de la importancia que tenga cada una de ellas.

Algunos de los ejemplos de las fuentes de incertidumbre en
un procedimiento analitico son el muestreo, los pretratamientos, el
analista, los errores sistematicos del instrumento, la calibracion, la
pureza de los reactivos, las condiciones de medida, la contaminacién
y los errores computacionales.
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Cuantificacion

Una vez que se han identificado las fuentes de
incertidumbre, se las debe cuantificar. Como no todos los
componentes identificados tendran una contribucién significativa
en la incertidumbre total, conviene hacer una seleccién preliminar
de los componentes que contribuiran de forma importante, basada
en sus incertidumbres individuales.

La cuantificacién de los componentes individuales puede
hacerse analizando replicados especialmente para este fin, o
utilizando datos obtenidos en trabajos anteriores, o usando toda la
informacién que pueda estar disponible en el laboratorio, teniendo
en cuenta la experiencia de los analistas.

La cuantificacién basada en un anilisis estadistico de los
resultados experimentales da lugar a una evaluaciéon de la
incertidumbre de tipo A. La repetibilidad, reproducibilidad u otras
estimaciones de precision intermedias también se usan
frecuentemente para evaluar la importancia de los efectos
aleatorios.

La evaluacién experimental es la mejor forma de estimar
los componentes de incertidumbre. Sin embargo, hay veces que
los experimentos no pueden realizarse debido a falta de tiempo, a
la no disponibilidad de los recursos necesarios, o a la dificultad
intrinseca en la estimacion de la incertidumbre de un determinado
bloque o parametro. En este caso, la incertidumbre debe evaluarse
a partir de trabajos anteriores o bien a partir del criterio del
analista. Estas estimaciones estan definidas como una evaluacion
de la incertidumbre de tipo B.

Las estimaciones basadas en la utilizaciéon de datos
anteriores se obtienen a partir de la informacién dada por los
proveedores, por ejemplo la tolerancia del material volumétrico.
Algunos estudios anteriores pueden proporcionar también
informacién de la incertidumbre asignada a los valores de
materiales de referencia, o bien de los errores sistematicos de los
métodos detectados a través de ejercicios de intercomparacion.
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Sin embargo, en otros casos la unica forma de estimar la
incertidumbre estd basada en la opinién del analista. Por ejemplo,
la evaluacion de las diferencias entre el nivel de concentracion del
analito en el material de referencia y en la muestra, la
cuantificacion de la dependencia de la concentracién del analito en
estudios de recuperacion, o la evaluacion de las diferencias de la
composiciéon de la matriz entre el material de referencia y la
muestra analizada, se estiman a partir de los conocimientos que
tiene el analista sobre el mensurando y el procedimiento de
medida. Estas estimaciones no son completamente objetivas.

Para obtener la incertidumbre total combinada del proceso
de medida siguiendo el principio de propagacion de los errores, los
valores obtenidos a partir de efectos aleatorios y sistematicos
tienen que estar expresados en las mismas unidades: las
incertidumbres estandar. Es frecuente que sea necesario convertir
otras medidas de dispersion a incertidumbres estandar. Un
ejemplo tipico frecuentemente explicado en la literatura especifica
es el relacionado con el calculo de la incertidumbre estandar
debida a una dilucién realizada con un matraz aforado. La
informacién del matraz dada por el proveedor es 250 £ 0,15 mL. Si
se puede asumir una distribucién Gaussiana con un nivel de
confianza del 95%, la incertidumbre estandar se calcula dividiendo
0,15 mL por 1.96 (valor g tabulado para ese nivel de confianza). Si
la distribucién del valor fuera una distribucion # 0.15 deberia
dividirse por el valor de 7 tabulado para el nimero de grados de
libertad considerados. Pero si no hay informacién sobre la funcién
de distribucién ni sobre el nimero de grados de libertad,
unicamente puede asumirse que es igualmente probable que el
valor esté en cualquier lugar dentro de los limites del intervalo
(suponer una distribucion rectangular de los valores). En este caso
la incertidumbre estandar se obtiene dividiendo 0,15 por la rafz
cuadrada de 3. Si los errores pequefios son mas probables, la
desviacion estandar puede calcularse dividiendo el wvalor
correspondiente a la mitad del intervalo por la raiz cuadrada de 9
o por la raiz cuadrada de 6 (dependiendo de que el analista asuma
una distribucién normal o bien una distribucién triangular).
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Combinacion

Los componentes individuales de incertidumbre estimados
como incertidumbres estandar se combinan siguiendo el principio
de propagacion de errores. Si una cantidad medida, y, es funcién
de diferentes parametros, y= f (x; ,x, X% , ...), la incertidumbre
combinada estandar viene dada por la expresion general:

2
oy cy dy
u(y(x,; )= > E'u(xi) + Y, ar ar -cov(x, )

i=l,n ik=1,n i J
ik

donde:

x; (7= 1...n) son los parametros de los que depende el resultado del
mensurando

#(x;) incertidumbre del parametro 7 expresada como incertidumbre
estandar

cov(xie) es la covarianza entre x; y xx

Si todos los parametros que contribuyen al resultado del
mensurando son independientes, el término correspondiente a la
covarianza es cero, y la expresion general se simplifica:

o
(0 = | 2| S ux)

i=1,n i

Si la relacion que hay entre el mensurando y los
parametros se expresa Unicamente a través de sumas y restas, por
ejemplo y = x; + x; - xz + ..., la incertidumbre estindar combinada
viene dada por:

z:(u(xl.))2 = \/u(xi)z +u(xj)2 +u(x,) +...

i=l,n

u(y(x; ;) =
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Por udltimo, se debe calcular la incertidumbre combinada
expandida, que por definiciéon es la cantidad que define un
intervalo alrededor del resultado de la medicién, del cual se espera
que comprenda los valores que razonablemente pudieran ser
atribuidos al mensurando.

La incertidumbre expandida proporciona un intervalo
correspondiente a un nivel de confianza especificado, y se obtiene
multiplicando la incertidumbre combinada estandar por el factor
de incertidumbre, £ Generalmente, se utilizan los valores £=2 6
k=3, para obtener aproximadamente un nivel de confianza del
95% o del 99% respectivamente. En la mayorfa de las situaciones
practicas, se recomienda utilizar el valor £ = 2.
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3.3- EJEMPLO 6: CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE
SEGUN LA GUIA EURACHEM PARA UNA
DETERMINACION GRAVIMETRICA

El procedimiento se basa en el uso y la aplicaciéon de
expresiones matematicas que identifican las fuentes de
incertidumbre, que se cuantifican como incertidumbres estandar, y
a partir de ellas se estiman las incertidumbres combinada y

expandida.

Para la realizaciéon de los calculos correspondientes a la
incertidumbre, se requiere contar con el procedimiento del
método, los resultados de la calibracion y/o verificacion de
instrumentos y materiales utilizados y los resultados de la prueba
de desempefio o de estandares de control de calidad.

Asi también, para los calculos de repetibilidad, es
necesario contar con cada uno de los resultados de las mediciones
por triplicado para cada muestra o estandar.

Hay que seguir los siguientes pasos:

<+ Describir el fundamento para la realizacion de las pruebas,
identificando cada uno de los factores importantes que
intervienen en la medicion.

<+ Aplicar el modelo del proceso de medicién, para
determinar la relacién que existe entre el resultado
analitico y los factores de los que depende. El modelo se
establece en el punto a.

+ Identificar todas las fuentes de incertidumbre involucradas
en el modelo y  establecer las correspondientes al
mensurando a determinar. La identificacion se llevard a
cabo siguiendo lo establecido en el punto b.

<+ Cuantificar todas las fuentes de incertidumbre
identificadas en el punto b, aplicando los calculos
establecidos en los puntos del c.1 i) al c.1.iii), c.2. i) al c.2.
i) y ¢.3. 1) al c.3. iv). Las incertidumbres individuales
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obtenidas en estos puntos se expresan = como
incertidumbre estandat.

+ Combinar las incertidumbres estindar, una vez
determinadas, siguiendo la Ley de propagacion de errores,
considerando el modelo matematico que se establece en el
punto a. La incertidumbre combinada estd dada por la
ecuacion del punto c.4.

+ Determinar la incertidumbre expandida multiplicando la
incertidumbre combinada por un factor de cobertura; k =
2. Este valor asume una distribucién normal y una
confianza aproximada del 95%. En el punto c.5 se da la
ecuacion que la determina.

+ Realizar el calculo establecido en el punto c.6. para
obtener la incertidumbre relativa.

+ Seguir el punto c.8. para efectuar el calculo de la
incertidumbre en muestras analizadas.

PROCEDIMIENTO

a) Establecer el MODELO MATEMATICO que describe el
proceso de medicién del mensurando.

c =m2 m
1
v

b) Fuentes de incertidumbre del proceso: Para la identificacion de
las fuentes de incertidumbre significativas, se parte del modelo
matematico correspondiente, teniendo en cuenta también
otras fuentes que no estan descritas explicitamente en el
modelo, como certificados de materiales de referencia y de
calibracion de equipos, y manuales de los instrumentos. Las
fuentes de incertidumbre significativas identificadas en el
modelo matematico se listan en la tabla siguiente:
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€1 = concentracién del mensurando (mg/L)

m,= masa del peso my,= m+ V' = volumen de la
constante del recipiente masa del mestra (mL).
(mg) mensurando (mg)

® Datos de
especificacion del
Jabricante.

®  Repetibilidad o  Repetibilidad | * Re?;l‘;%f/ldw{ )
° .

o [Linealidad o ILinealidad AT: diferencia de

temperatura entre la de
calibracion y la de
trabajo, en valor
absoluto.

¢) Calculo

El procedimiento de calculo que se indica del punto c.1 al
c.9, se aplica para la medicion de Solidos. Cuando se trate de la
medicién de Grasas y Aceites (GyA), se debera repetir el mismo
procedimiento para el Blanco hasta el punto c.6, y continuar en el c.8.

¢.1. Estimacion de la incertidumbre estindar correspondiente a la masa del
peso constante del recipiente (M, ).

i) Repetibilidad de la pesada. Introducir en la tabla modelo los
resultados de las masas de peso constante, el numero de
repeticiones y su desviacion estandar. Calcular la incertidumbre
estandar de la repetibilidad, con la férmula siguiente.

S
u, =-—

Rln \/;

donde

§ = Desviacion estandar de las repeticiones del proceso de pesado.
" = Numero de crisoles, cipsulas o vasos.

I = Numero de repeticiones para cada peso constante.



86  Validacion e incertidumbre en medidas quimicas

No. de | m,, = my,= m; = my, = m, =
pesada

masa del | masa del | masa del | masa del | masa del

peso peso peso peso peso

constante constante constante constante constante

(78) (73) (mg) (73) (mg)

N.\M'\)N

>

L |«

R1j

my =0y My . T

X = Valor promedio de las mediciones

El promedio de la incertidumbre para la repetibilidad es:

n
Z”RU
_ J=l

n
donde n = Numero de crisoles, capsulas o vasos.

Up

ii) Linealidad de la balanza. Calcular la incertidumbre estandar
considerando lo establecido en el manual del instrumento o en el
certificado de calibracion.

U

Ujineatidad = ;

U = Incertidumbre de la linealidad de la balanza en el
intervalo de trabajo con un nivel de confianza del 95%.
k = factor de cobertura = 2
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iif) Estimacion de la incertidumbre combinada para la masa del

peso constante (m, ).

_\/ 2 2
u ml u R1 u linealidad
donde

Up =Incertidumbre  estindar correspondiente  a la
repetibilidad de la pesada.

U jieatidad = Incertidumbre estandar debida a la linealidad de la
balanza.

c.2. Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente a la
masa del peso constante mas la del mensurando (m,).

1) Repetibilidad de la pesada. Introducir en la tabla modelo los
resultados de las masas del peso constante mas la del mesurando,
el numero de repeticiones y su desviacion estandar.

Calcular la incertidumbre estandar de la repetibilidad, con la
siguiente férmula.

S
Uy, = $

donde

s = Desviacion estandar de las repeticiones del proceso de
pesado.

n = Numero de recipientes

i =Nuamero de repeticiones para cada recipiente.
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No. de — — _ _ _
my, =m My, =m, My, = My | My, = my | m,, = m
pesada i ] ,
Moas la masa | mds la masa | mis la masa | mds la masa | mis la masa
del del del del del
mensurando mensurando mensurando mensurando mensurando
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
7
2
3
i
X
S
uRZ J

My =My My 5.5 ML,

El promedio de la incertidumbre para la repetibilidad es:

ii) Linealidad de la balanza.

n

U

ulinea lidad = ?

n
Z Ugsj
=1

Upy, =

Uyyomiaed — 1@ calculada en el punto c.1 ii)

iif) Estimacion de la incertidumbre combinada para la masa del

peso constante mas la del mensurando (m,).

donde

Upy

_\/ 2 42
Uy = NN UR2 T Uinealidad

Incertidumbre

estandar

repetibilidad de la pesada.

correspondiente  a

la
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U yoatiaaa — 10certidumbre estandar debida a la linealidad de la

balanza.

c.3. Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente al
volumen de la probeta con la cual se mide la muestra (V).

1) Repetibilidad del llenado de la probeta.

S
UR = ——

N

donde

s = Desviacion estandar experimental de las repeticiones
del proceso de llenado.

n = Numero de repeticiones.

ii) Incertidumbre estandar con respecto a la tolerancia del material
con el que se mide la muestra, declarada por el fabricante.

tolerancia

NG

iii) Incertidumbre debido a la diferencia de temperatura entre la
temperatura de especificacion del fabricante y la de trabajo.

Vo* (Ttrabajo— Tpmbeta) *2. 1)(1041

Utol =

UAT =
NG
donde
V' = Volumen de la probeta con la que se mide la
muestra.

Tprobeta = Temperatura reportada en la especificacion de la
probeta
Tirabajo = Temperatura de trabajo

2,1X10+4 °C! = Coeficiente de expansion de volumen del
agua
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iv) Incertidumbre combinada correspondiente al volumen de la
muestra.

|2 2 2
MV—\/MR +Mml +MAT

donde
u, = Incertidumbre estandar de la repetibilidad.

u,,= Incertidumbre estandar correspondiente a la

tolerancia del fabricante.

u,; = Incertidumbre estindar debida a la diferencia de
temperatura entre la temperatura de especificacién y la
temperatura de trabajo.

c.4. Estimacién de la incertidumbre combinada asociada a la
concentracion del mensurando en mg/L.

Al modelo matemitico del punto a, se le aplica la Ley de
propagacion de la Incertidumbre, efectuando la raiz cuadrada de
las derivadas parciales de la concentraciéon del pardametro con
respecto a cada uno de los factores que la afectan, multiplicadas
por la incertidumbre del factor correspondiente a cada derivada,
elevadas al cuadrado. El resultado se da en la siguiente expresion.

2 2
Um Um> (mz—m1)*uV
+ +

1% %4 V?

2

Ucistp = —

c.5. Estimar la incertidumbre expandida considerando un nivel de
confianza del 95% que equivale a un factor de cobertura de “2”.

U'eswo=2%u

C1.STD

donde
U'c = Incertidumbre expandida

c.6. Una vez calculada la incertidumbre expandida, transformarla a
incertidumbre relativa, de la siguiente forma:
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U'CISTD

¢

UCISTD -

donde
U'cism = Incertidumbre de los estandares.
¢, = Concentraciéon promedio obtenida de los cinco

estandares. Para cuando el calculo se aplique para los
Blancos, utilizar la concentracion promedio de los
mismos.

c.7. Una vez que se ha calculado la Ueismw y Ueisco, aplicar la Ley
de Propagacion de errores para determinar la Uer del mensurando.

Um — ‘\/(UCIBCO )2 + (UCISTD)2
donde

U.: = Incertidumbre total relativa del mensurando

c.8. Determinar la incertidumbre de la muestra analizada
multiplicando su concentracién por la incertidumbre total relativa

(UC]).

U ma = Concentracion de la muestra * Uk

c.9. Expresion del resultado:

Concentracion de la muestra * Umta
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3.4- EJEMPLO 7: CALCULO DE INCERTIDUMBRE
SEGUN LA GUIA EURACHEM PARA EL CASO DE
METODOS VOLUMETRICOS

Este procedimiento se basa en el uso y la aplicacién de
expresiones matematicas que identifican las fuentes de
incertidumbre que se cuantifican como incertidumbres estandar, y
a partir de ellas se estiman las incertidumbres combinada y

expandida.

a) Describir el método de medicién del analito en una
muestra, considerando que las mediciones volumétricas se basan
en la titulacién de la muestra con una solucion titulante utilizando
un indicador. Establecer la ecuacién de la reaccion.

NOTA: Proceso de medicién. Para llevar a cabo la medicién del
analito en la muestra, se requiere de la preparacién de una solucion
de un estandar primario de concentracién conocida (ci) que se
emplea para valorar la solucién titulante (c2), la cual se utiliza para
la determinacién de la concentracion del analito en la muestra. El
titulante reacciona con el analito y la reacciéon finaliza en las
inmediaciones del punto de equivalencia.

b) Indicar los modelos de procesos de medicion
establecidos en el punto a) iii), elegir el que corresponda al analito
a determinar, en el cual debe evidenciarse la relacion que existe
entre el resultado analitico y los parametros de los que depende.

c) En base al modelo elegido, y las fuentes de
incertidumbre identificadas para cada uno de ellos en el punto b),
establecer las correspondientes al analito a determinar,
considerando las tablas adecuadas.

d) Cuantificar todas las fuentes de incertidumbre
establecidas en el punto b), aplicando los calculos establecidos en
los puntos del ¢) i) al ¢ iv), d) i) al d vi) y ¢) i) al e) iv). Las
incertidumbres individuales obtenidas en estos apartados se
expresan como incertidumbres estandar.
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e) Una vez determinadas las incertidumbres estandar
(incertidumbre asociada a la concentracion del estandar primario,
la asociada a la concentraciéon del titulante y la asociada a la
concentracion del analito), éstas deben combinarse siguiendo la ley
de propagaciéon de errores, considerando para ello cada uno de los
pasos involucrados en el proceso de medicion, y de esta forma
obtener las incertidumbres combinadas. Realizar los calculos de
acuerdo a lo establecido en los puntos ¢) v), d) vii) y €) v).

f) Determinar la Incertidumbre Expandida multiplicando
la incertidumbre combinada (calculada con la férmula del punto e)
v) por un factor de cobertura k = 2. Este valor asume una
distribuciéon normal y una confianza aproximada del 95% de
contener el valor verdadero.

@) Realizar el calculo establecido en el punto e) vii) y
obtener la incertidumbre relativa.

h) Para el calculo de la incertidumbre en las muestras
analizadas, aplicar la férmula del punto e) viii).

PROCEDIMIENTO

a) Establecer el modelo matematico que corresponda,
dependiendo del parametro que se trate.

a) 1) Modelo matematico que describe el proceso de preparacion
del estandar primario (material de referencia) para la valoracién de
la solucion titulante:

m* P
¢ =
Vo *M
¢, = concentracion  promedio de siete

mediciones del estandar primario
m = masa del compuesto utilizado como
estandar primario

P = pureza del estandar primario
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V, = volumen preparado de la solucién

M = masa molar del estindar primario

a) 1i) Ecuacion que describe el proceso de valoracion de la solucion
titulante, considerando los siguientes casos:

Caso 1 — Normalidad (Nitrégeno total Kjeldahl, Nitrégeno
amoniacal y Alcalinidad)

m*P
C = ——
P Meg*V,

¢, = concentracion del titulante

m = masa del estandar primario
P = pureza del estandar primario
Meq = masa equivalente del estandar primario

V, = volumen gastado de titulante

Caso 2 — Relacion de concentraciones entre el estandar primario y
titulante:

*
_ G V

C, =
2 V.
2

¢, = concentracion del titulante
¢, = concentracion del estandar primario

Vi = Volumen del estandar primario

V, = Volumen gastado del titulante
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a) iii) Ecuacion que describe el método de medicion del analito en
estudio:

e Demanda Quimica de Oxigeno

(VBCO —Vimra )(Cz )(8)

C =
ANALITO I -

e Dureza total

(VMTRA )(Cz )

C =
ANALITO I -

e  Alcalinidad total

_ (VMTRA )(Cz )(50)

Canarito = %

e Nitrégeno

(VMTRA —Vsco )(02 )(1 4)

C =
ANALITO v

e (Cloruros

(VMT —Vico ) (Cz )(35 45 )

C =
ANALITO
V

b) Identificacion de las fuentes de incertidumbre:

Para la identificacién de las fuentes de incertidumbre significativas,
se parte del modelo matematico correspondiente, asi como de
aquellas fuentes que no estan descritas explicitamente en el
modelo y que provienen de otras fuentes.
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b) i) Proceso de preparacion de la solucion del estandar primario:

“vIUMIfaL 3P [r1AAIOML 12
uvtofitos anb sojuamays
s0p ap spawoIy SUSPINT

“0111]05qV

Aopva ua ‘olvquay ap vy
UYLVAGYDI 3 DANIPAIJI]
vy adgua UMY TI7
prpypqudny

“aquvInqof jop uorwIfiradss

0 U9LvAqyYI 9P SOV (| ”

opvIfiria

(vXuvppg)
popypoury
popyquadny

(o /3)

ouvug Jopuplss
[2p 4pjout vsvn = AT

G

ADPUD]SY [3p UPIIN]OS

vj p ualnjon — o\ﬂ

ouvuLd ADpUrIs

Jop vraund =

(3) ouvmud

ADPUDIS) 3P DSVUL = U

oupmud avpupiss j3p nowvigusn0 = o
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b) ii) Proceso de valoracion de la solucién titulante:

popyquadry

09L19UL 1700

prpaudne , &vioi
‘12N V] 0 vjaded vy

ap uorwafadsa
0 upLLAGYL?)
0111]05qV A0V
us ‘olvquag ap

ap uorwafiradsa
0 UgRPAGHY?)
“011]05qV A0JVA
us ‘olvquag ap

vy (uonviqyvs vy (uonwiqyvs “ouvig
ap vangpiadusy ap vangviIduts) ADPUDISI (vXuvppg)
oy adguta ] adgt Jop ADjoTNT popyvour oppafizio”) ppvUIGH0)I
vuuaidfip 17, | vwuaidfip 117 PR WL ® MUqUIRPRADINT
() nowwiowa
vy 3 opvapdut (1) voouaisfas (o /5) ouvud
apuvnpy UgwN]Os ap ugmnjos vy opuappanbs (5) ouvund avpuppsy | OHP wiud 4opupyso
S : . B “
vy 4od oprisvs | ap promsyy vy vy Lo oy Jop vxaund 9V U0IIDA1U 29107
uantnjon = ©4 uontnpon = ' 4 — boyy s — 1 =d -1
Uy U9LN)OS 1] P 01panosd U9LPIUIIN0) = CD
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b) iii) Proceso de titulacion para la medicion del analito en estudio

en la muestra.
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¢) Estimacion de las incertidumbres estandar correspondientes a la
preparacion de la solucion del estandar primatrio.

¢) i) Estimacién de la incertidumbre estindar correspondiente a la
masa del estandar primario.
Con la siguiente expresion, se calcula:

un =~U* + R’
e Repetibilidad de la pesada (R).

Repetibilidad (precisiéon) de la balanza en el intervalo de
trabajo declarada por el fabricante.
e Linealidad de la balanza (U)

Incertidumbre de la linealidad de la balanza en el intervalo
de trabajo con un nivel de confianza del 95%.

u="“
2

u = linealidad de la balanza declarada por el fabricante

¢) i) Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente a la
pureza del estandar primario (#p), la cual se calcula de la siguiente

manera:
_ Upy
up = —“-
2
U,,, = incertidumbre del estindar declarada en el

certificado
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¢) iif) Estimaciéon de la incertidumbre correspondiente al volumen
del matraz volumétrico en el cual se prepara la soluciéon del
estandar primario, la cual se obtiene con la siguiente expresion:

Uy :\/(uzol )2 + (“R )2 + (““)2

e Incertidumbre estandar con respecto a la tolerancia del
matraz volumétrico declarada por el fabricante ().

tolerancia

3

Utol =

e Incertidumbre con respecto a la repetibilidad de llenado
del matraz volumétrico.

A
UR = ——

Jn

n = Numero de mediciones
s = Desviacion estandar experimental de las repeticiones

e Incertidumbre debido a la diferencia de temperatura entre
la temperatura de especificacion del fabricante y la de
trabajo.

. V0*|ﬂab —Tmatraz * 21X104

NE)

u

AT

Tnaraz = Temperatura reportada en la especificacion del
matraz volumétrico

Tiav = Temperatura en el laboratorio

2.1X107 °C1 = Coeficiente de expansion del agua



Validacion e incertidumbre en medidas quimicas 101

¢) iv) Estimacién de la incertidumbre estandar para la masa molar
del estandar primario.

[ 2 2 2
Z/ll‘l - \/uSelemental + uSelementoZ + uSelementa3 + M + uSelementan

= Incertidumbre estandar de cada elemento que

Selemento

forma la molécula del estaindar primario

Considerando lo establecido en la Tabla 1, completar la misma con
los datos correspondientes al estandar primario utilizado. ILa
incertidumbre por cada elemento que forma el estandar primario,
se obtiene:

U = Uelemento * Z
Uelemento = La incertidumbre del elemento (ver Tabla 2)
z = Numero de atomos presentes en la molécula del

estandar primario

Y la incertidumbre estandar, de la siguiente manera:

o
S elemento \/g
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Tabla 1. Resumen de incertidumbres por molécula del estandar primario

ouawajpg
n

VANV LSH
gI9NNd
LLIHDONI

n
HIGWAALLIHDNI

( oowajaypy)
OLNHWNHTH
THd
HIGWAALLIIDNI

(z)
VINDHTOW
NH SOWOLY

H4d N

FOINO.LY
FSEIW

(OINANT T
TAIINNALLIIDNT
Hd AINHNA
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Tabla 2. Incertidumbre por elemento

103

SIMBOLO MASA ATOMICA INCERTIDUMBRE

(g/ mo) (g/ mol)

Carbono (C ) 12,0107 0,0008

Oxigeno (O 15,9994 0,0003

Nitrdgeno (N ) 14,0067 0,0002

Sodio (Na ) 22,989770 0,000002

Cloro (CI) 35,453 0,002

Calcio (Ca) 40,078 0,004

DPotasio (K) 39,0983 0,0001

Cromo (Cr) 51,9961 0,0006

¢) v) Estimacién de la incertidumbre combinada asociada a la
concentracion ¢ de la solucion del estaindar primario. Esta se
obtiene aplicando la Ley de Propagacién de la incertidumbre a la
ecuacion de preparacion de la solucion.

De la ecuacion del punto a) 1)

P*u,
uC]:
Vo*M

2+ m*u, 2+ mP*u,
Vo*M V' *M

masa del estandar primario

volumen de la solucién del estaindar primario

Masa molar del estandar primario

2 2
| _mPFuy,
Vo*M?

Incertidumbre de la masa del estaindar primario

(punto c) 1))

Incertidumbre de la pureza del estaindar primario

(punto c) ii))

Incertidumbre del volumen preparado de solucién

de estandar primario (punto c) iii))

Incertidumbre de la masa molar del estandar

primatio (punto c) iv))
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d) Estimacion de las incertidumbres estandar correspondientes al
proceso de valoracion de la solucion titulante.

d) i) Incertidumbre estandar correspondiente al volumen de la
pipeta volumétrica, pipeta automatica o matraz volumétrico con
la(el) cual se toma la alicuota de la solucién del estandar primario.
Dicha incertidumbre es expresada con la siguiente ecuacion:

ty, =+t + (0 + (e

d) ii) Tolerancia de la pipeta volumétrica, automatica o del matraz
volumétrico declarada(o) por el fabricante.
tolerancia

NE]

d) iii) Repetibilidad de llenado de la pipeta volumétrica, automatica
o matraz volumétrico.

Utol =

n = Numero de repeticiones
s = Desviacion estandar experimental de las repeticiones

d) iv) Incertidumbre debida a la diferencia de temperatura entre la
temperatura de especificacion del fabricante y la temperatura de
trabajo, de la pipeta volumétrica, automatica o matraz volumétrico.

Vi * Ttrabajo - Texpeczf'wacio'n * 2 1)(1041
u =
AT
NE]
Tespecificacion = Temperatura de especificada  por el

fabricante

Trabajo Temperatura en el laboratorio

2,1x104 = Coeficiente de expansion del agua
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d) v) Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente al
volumen de la bureta empleada en la valoracion de la solucion

titulante.

ty, = (1, + o} + ()

e Tolerancia de la bureta declarada por el fabricante.
tolerancia

Utol = \/g

e Repetibilidad de llenado de la bureta.

U =——
Cn

n = Numero de repeticiones
s = Desviacion estandar experimental de las repeticiones

Incertidumbre debida a la diferencia de temperatura entre
la temperatura de especificaciéon del fabricante y la

temperatura de trabajo.

VZ * Ttrabajo - Tespeciﬁcacién| * 2 1X10_4

u =
o 3

d) vi) Estimaciéon de la incertidumbre estandar para la masa
equivalente del estandar primario.
Uy

u =
Me
g Neguivalentes

= Incertidumbre de la masa molar

No. de equivalentes

Uy
Neguivalentes =

d) vii) Incertidumbre combinada asociada a la concentracién co.

_ , 2 72
ucz_ Z’lR-i-ucz
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La Incertidumbre asociada a la valoracién de la solucién
titulante con la solucién del estindar primario (W’c2), se
estima aplicando la Ley de Propagaciéon de la
Incertidumbre.

Caso: Nitrogeno total Kjeldahl, Nitréogeno amoniacal y
Alcalinidad

u : m*u., Y m*u,, ? m*u ?
uvc7 — m + P +| = 3‘72 4| = > Va2
) Va*Meq Va* Meq V,* Meq Vy * Meq

Caso Cloruro y Dureza

*, \? *, \? *
Vi*u, cr*u, el *u,,

« W\ v ) Tl ) T

2

Caso Demanda Quimica de Oxigeno

. Vi*u,, 2+ c*uy, 2+ - ¥ty ?
WeZylye ) ") T

m = Masa del estandar primario

Vi = Volumen del estindar primario

V2 = Volumen gastado del titulante

Meq = Masa equivalente

u, = Incertidumbre de la masa del estindar primario
(punto c) 1))

u, = Incertidumbre de la pureza del estaindar primario
(punto c) ii))

u,, = Incertidumbre del volumen de estandar primario
(punto c) iii))

u,, = Incertidumbre del volumen gastado del titulante

(punto c) iv))
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u, = Incertidumbre de la concentraciéon del estandar
primario (punto d) v))
Uy, = Incertidumbre de la masa equivalente (punto d)

vi))

e Estimacién de la incertidumbre asociada a la
concentraciéon ¢z considerando la repetibilidad (ur) de la
titulacion de la solucién titulante con el estindar primario.
Esta se obtiene a partir de la valoracién de la solucién
titulante.

De las repeticiones realizadas, es posible obtener la desviacion
estandar. Una vez calculada, se debe obtener la incertidumbre de
las repeticiones mediante la siguiente ecuacion:

Ur =——

Jn

s = Desviacion estandar de las repeticiones de la
valoracion
n = Numero de repeticiones

e) Estimacion de las incertidumbres estandar correspondientes al
proceso de titulacion de la medicion del analito en cuestion:

e) 1) Incertidumbre estandar correspondiente al volumen de la
muestra.

U, = JuPior +1P R+ a1

e Tolerancia de la pipeta volumétrica, automatica o del
matraz volumétrico declarada por el fabricante.

tolerancia

3

Utol =
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e Repetibilidad de llenado de la pipeta volumétrica,
automatica o matraz volumétrico.

Ur=——
Cn

n = Numero de repeticiones
s = Desviacion estandar

e Incertidumbre debida a la diferencia de temperatura entre
la temperatura de especificaciéon del fabricante y la
temperatura de trabajo.

*2.1X10™*

V * ]—;‘rabajo - Tespeciﬁcacio’n
u =

AT ﬁ

V = Volumen tomado de muestra
Temperatura de especificacion  del

T. especificacion

tabricante
T'rabajo = Temperatura en el laboratorio
2,1x10+4 = Coeficiente de expansion del

agua

e) i) Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente al
volumen de la bureta empleada para titular el blanco. Dicha
incertidumbre es expresada con la siguiente ecuacion:

2 2 2
u, 2«/1/! tol FUR FUTAT

e Tolerancia de la bureta declarada por el fabricante.
tolerancia

Utol = ﬁ

e Repetibilidad de llenado de la bureta.

Ur=——
"~ n
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n = Numero de repeticiones
s = Desviacion estandar

e Incertidumbre debida a la diferencia de temperatura entre
la temperatura de especificaciéon del fabricante y la
temperatura de trabajo.

v,

bco

*2.1X107

* Erabqja - T especificacion

u =

u V3
Voo = volumen gastado por el blanco

e) iii) Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente al
volumen de la bureta empleada para titular la muestra.

= '\/Z/lztol +M2R + M2AT

Vmtra

e Tolerancia de la bureta declarada por el fabricante.
tolerancia

J3

Utol =

e Repetibilidad de llenado de la bureta.

Ur =——
\n
n = Numero de repeticiones
s = Desviacion estandar

e Incertidumbre debida a la diferencia de temperatura entre
la temperatura de especificaciéon del fabricante y la
temperatura de trabajo.

14 *2 1X107

mtra * T'trabaja - T especificacion
u =
AT [3

Vmra = Volumen gastado por la muestra.
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e) iv) Incertidumbre estaindar correspondiente a la masa
equivalente del analito en estudio.

_ 2 2 2 2
uMEmaJim _X/uSElementnl + uSe/ememn2 + uSelement(ﬁ + o0 + uSelementon

Completar la tabla modelo con los datos correspondientes a los
elementos que constituyen la molécula del analito. ILa
incertidumbre por cada elemento que forma el analito, se obtiene:

U = Uelemento * zZ

Y la incertidumbre estandar se obtiene:
u

U setemento = \/g

Resumen de incertidumbres por molécula del analito

FUENTE DE A’\/I’/LT/{ ) No. DE INCERTIDUMBRE INCERTI- INCERTI-
INCER- ATOMICA ATO[\{O‘T EN DEIL EILEMENTO DUMBRE DU]%IBRE
TIDUMBRE MOLECULA (Uelemento ) u ESTANDAR
(ELEMENTO) (Z)
Selemento

e) v) Estimaciéon de la Incertidumbre combinada asociada a la

concentracion del analito (u

szalzm

_ 2
Cana]tto \/ C'analito + uR

» Estimaciéon de la incertidumbre asociada a la
concentracion C’analito de una titulacién de estindar para
el analito en estudio. Aplicando la Ley de propagacién
de la Incertidumbre tenemos la siguiente expresion que
determina la incertidumbre combinada aplicable para la:
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¢ Demanda Quimica de Oxigeno:
8%, *u, Y (8% *u, Y ( 8% (., —V.,.)*u Y (8 WV, ~V.)u, ) (¢*Ve=V)¥u, )
u, — 2 mtra + Vbeo + h(ﬂ“ mira v +| beo. mira) €2 + 2 beo mira, PE
e A o A S K e e R

e (loruros:

W |3 Y (3995 e Y (3395 Vi) | (335 W Y (@ Wi Vi) 1|
ey v v v v v

e Dureza:

2 2 2
k * * k
u _ CZ uVm tra 4| = CZ Vrvntra uV + I/m tra uC 2
Clanalto 2
Vv V Vv

e Nitrégeno total Kjeldahl y Nitrégeno amoniacal:

2
u — 14*Cz *umm Z+ 714*Cz *ul"l:m ’ 714*63 *(mefV/w)*uV Z+ 14*(Vuw7th)*u(2 ’ H G *(I/”""’7[<’<")*14L’<*l
Canabo v v 7 Vv v

e  Alcalinidad total:

Lo (50 2+ 50c, *V,,. *u, 2+ 50V, Fu, 2+ &Mt )
Clanalito V V2 V V

» Estimacion de la incertidumbre asociada a la
concentracion del analito considerando la repetibilidad
(ur) de la titulacién de la muestra con la solucion titulante.

S

In

s = Desviacion estandar de las repeticiones de la titulacion
de la muestra

n =7 = Numero de repeticiones

Up, =
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e) vi) Estimar la incertidumbre expandida considerando un nivel
de confianza del 95% que equivale a un factor de cobertura de
C€27"

Uanaiito = 2 * Ucamaio
Uanaiio = Incertidumbre expandida del analito

e) vil) Una vez calculada la incertidumbre expandida, calcular la
relativa (Urelativa):

analito

c

analito

Urelativa =

e) viii) Con el valor de Ureaiva obtener la incertidumbre para cada
muestra analizada.

_ Y%

Umtmfanal - (Urelatlva) Cmtm—anal

U, va—ana = Incertidumbre de la muestra analizada
c = Concentracion de la muestra analizada

mtra—anal
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3.5- CALCULO DE INCERTIDUMBRE MEDIANTE EL
METODO BASADO EN UTILIZAR LA INFORMACION
OBTENIDA EN EL PROCESO DE VERIFICACION DE
LA TRAZABILIDAD

Esta forma de calculo de incertidumbre se aplica, con
preferencia al conocido Método Eurachem, cuando se trabaja con
metodologfas analiticas muy complejas. Fue introducido por
Maroto, y consiste en aprovechar la informacién obtenida en la
verificacion de la trazabilidad de un método analitico.

Puede utilizarse tnicamente cuando se ha verificado en forma
preliminar el cumplimiento de la trazabilidad del método.

Para obtener la incertidumbre total asociada al resultado
analitico, de acuerdo a la ley de propagaciéon de errores, el
componente de incertidumbre obtenido a partir de la verificacion
de la trazabilidad se combina con otros componentes no
considerados previamente (muestreo, submuestreo, etapas previas
no tenidas en cuenta en la verificacion de la trazabilidad, etc.).

En la verificaciéon de la trazabilidad se obtiene informacion
sobre la varianza asociada al método analitico en condiciones
intermedias de tiempo, 5% (en el capitulo dedicado a validacion se
introdujo el concepto de precision intermedia).

Se debe recordar que 512 se obtiene mediante un analisis de la
varianza a través de un disefio anidado:
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TABLA ANOVA
Varianza Expresion Grados de
libertad
Repetibilidad (s7) CMD p- (n-1)
Entre series ( Sszme) cM,,,, —CMD
n
Intermedia (512) sfm.e +Sr2
Promedios (S% ) CM,,,. p-1
X -
n

donde p representa la cantidad de series que se han empleado
variando todas las condiciones dentro del laboratorio y n
representa la cantidad de veces que se repite cada muestra (si son
duplicados n=2). Las condiciones intermedias de tiempo, es decir,
cambio de analista, instrumento, patrones, ubicacién, condiciones
de uso y tiempo, garantizan la obtenciéon de una estimacion de la
incertidumbre asociada a los resultados de las muestras problema
que incorpora la variacién de estos factores.

Es importante recalcar que en la tarea rutinaria de un
laboratorio intervienen muchos factores diferentes y todos ellos
deben ser considerados al calcular la incertidumbre para que los
resultados de una misma muestra problema obtenidos en
diferentes condiciones (por ejemplo en dias diferentes y/o por
diferentes analistas) puedan ser comparables. Es decir, el resultado
obtenido unos dias después debe estar contenido dentro del
intervalo de valores proporcionado por el resultado del primer
analisis realizado y la incertidumbre asociada al método analitico.

Los componentes de incertidumbre asociados a un resultado
analitico, que deben ser estimados y posteriormente combinados,
se agrupan en cuatro términos. Esto queda ilustrado en la figura
siguiente.
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Informacion de la
verificacion de la Pretratamientos  Otros términos

trazabilidad previos de incertidumbre
—_—
Referencia Método validado
s? n, st n
\ / ' Y
. 2 2 2 2
U= toc/Z,eff ’ \/uproc T Uy, T+ upret + Ugtros

Calculo de la incertidumbre total utilizando la informacion
obtenida en el proceso de verificacion de la trazabilidad

Incertidumbre asociada al procedimiento analitico (Uproc)

Esta incertidumbre se debe a la variacion experimental cuando
se aplica el procedimiento analitico a muestras rutinarias. Este
término estd relacionado con la variabilidad de los resultados
analiticos debida a los errores aleatorios que se producen en las
diferentes etapas del procedimiento analitico. Los errores
aleatorios son los unicos que pueden ser considerados para un
estudio estadistico.

Si cada una de las muestras rutinarias se pudiese analizar un
numero elevado de veces, #, en condiciones intermedias de
tiempo, se podria evaluar este término de incertidumbre como:

Sin embargo, cuando un laboratorio recibe muchas muestras
en forma simultanea para determinar varios parametros, esta tarea
es practicamente imposible de llevar a cabo. Generalmente el
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resultado de una muestra rutinaria se obtiene a partir de un unico
analisis (7=1) o como mucho a partir de tres analisis (7=3). En
este caso, la varianza en condiciones intermedias del método no
puede obtenerse a partir de los resultados de los analisis de dicha
muestra, ya que el nimero de analisis realizados es insuficiente.

Para solucionar este problema, lo que se hace es utilizar la
varianza obtenida en condiciones intermedias de tiempo estimada
en el proceso de la verificaciéon de la trazabilidad del método.
Debe recordarse que un laboratorio debe comenzar a analizar
muestras  rutinarias luego del proceso de validacion
correspondiente. Cuando se evalia el alcance del analisis, es
necesario que el mismo sea muy amplio, ya que permite que las
muestras a analizar rutinariamente sean similares a las utilizadas en
el proceso de verificacion de la trazabilidad. Esto significara un
esfuerzo mayor cuando se evalien todas las condiciones del
proceso de wvalidacién. Ademas, hay que garantizar que las
condiciones de aseguramiento de la calidad se lleven a cabo en el
laboratorio de forma efectiva.

Es importante recordar que mediante el uso de disefios
experimentales como los disenos anidados (nested designs), se puede

2 o +1e 2
descomponer §; en sus componentes de repetibilidad () y entre
2

series

series (S.,...)» por lo que, si una muestra de rutina se analiza por

ejemplo dos veces en condiciones de repetibilidad, la informacion
obtenida al efectuar este duplicado puede ser utilizada para
disminuir el término correspondiente a la repetibilidad.

Incertidumbre de la verificacion de la trazabilidad (utraz)

En la verificaciéon de la trazabilidad del método analitico se
comprueba si el error sistematico (sesgo, o bias en inglés) del
laboratorio y/o del método es estadisticamente significativo. El
tipo de sesgo depende de la referencia usada al comprobar la
trazabilidad del método (si se utiliza un método de referencia
dentro del mismo laboratorio se comprueba Gnicamente si el sesgo
del método es significativo, con un material de referencia se
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verificarfa conjuntamente si el sesgo del método y del laboratorio
son o no significativos).

Si el sesgo no es significativo, el método es trazable a la
referencia utilizada pero, sin embargo, hay un componente de
incertidumbre debida al propio proceso de verificacion de la
trazabilidad. El sesgo, O, se estima a partit de los resultados
generados en la verificacion de la trazabilidad como:

O=Xz —X,

donde X, r €s la media de los resultados analiticos de la muestra de

referencia obtenidos en condiciones intermedias de tiempo y X, es
el valor asignado a la muestra de referencia. La incertidumbre
asociada al propio proceso de verificaciéon de trazabilidad viene
dada por la incertidumbre del sesgo estimado. Esta incertidumbre
viene dada por una desviacion estandar que llamaremos sa:

Ui, =S4

Esta desviacion estandar se estima a partir de la varianza del
método en el cudl se ha verificado la trazabilidad, y de la varianza
asociada al valor asignado a la muestra de referencia en el

certificado provisto.

Como primera medida, habrd que comparar ambas varianzas
para determinar si existe diferencia significativa entre ellas (test ).

Si ambas varianzas no son significativamente diferentes, sq se
obtiene a partir de la varianza conjunta:

oo st sy Y1 1
n+n, —2 n n

m
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donde sm es la desviacion estandar asociada al valor de referencia y
:m s el nimero de resultados utilizados para obtener el valor de
referencia (este valor figura en el certificado que acompana al
material de referencia). Los grados de libertad asociados a sq son
(m~+ - 2).

Si las varianzas son significativamente diferentes, 54 se calcula
como:

Los grados de libertad se calculan con la aproximacion de
Satterthwaite.

Incertidumbre asociada a etapas previas (Uprer)

Este componente es necesario para incluir las fuentes de
incertidumbre asociadas al submuestreo o bien a etapas previas
(filtrado, pesado, secado, etc.) no consideradas en el proceso de
verificacion de la trazabilidad.

Esta incertidumbre puede ser estimada a partir de una muestra
que tenga las mismas caracteristicas que las muestras que se
analizarin posteriormente. El submuestreo y/o etapas previas
tienen que hacerse variando representativamente todos los
factores de variabilidad que los pueden afectar (operador, material,
tiempo, etc.). Los resultados analiticos de cada muestra
submuestreada y/o pretratada se obtienen bajo condiciones de
repetibilidad (mismo analista, dfa, calibrado, etc.). Esto se hace
para no sobreestimar la incertidumbre ya que, si las muestras se
analizaran bajo condiciones de intermedias de tiempo, la
variabilidad de los resultados no corresponderfa unicamente a la
variabilidad experimental de las etapas previas y/o del
submuestreo sino que también corresponderia a la variabilidad
experimental del método. Por tanto, estarfamos incluyendo un
componente de incertidumbre que ya ha sido considerado
previamente.
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La incertidumbre de este término corresponde a la desviacion
estindar de los resultados analiticos de las muestras
submuestreadas y/o pretratadas, Spret.

u =S

pret pret

El nimero de grados de libertad asociados a #pree €5 #prer-1
(siendo  #pree €l nimero de muestras submuestreadas y/o
pretratadas). En este término también queda incluida la
repetibilidad del método analitico. Como la repetibilidad del
método suele ser despreciable frente a las condiciones intermedias
de tiempo debida a etapas previas y/o submuestreo, la
incertidumbre total apenas se sobreestima. En todo caso, si se
dispone de la desviacién estandar en condiciones de repetibilidad,
ésta se puede sustraer de Spret.

Incertidumbre debida a otras fuentes de variacion (Uotros)

Este dltimo término contiene todos los otros componentes de
incertidumbre que no han sido considerados previamente. Muchos
de estos componentes estan considerados como incertidumbres de
“Tipo B”. Algunos ejemplos de fuentes de incertidumbre incluidos
en este término son debidas a diferencias entre la muestra de
referencia utilizada en la verificacién de trazabilidad y la muestra
futura (o muestra de trabajo).

La estimacién de estos términos no es facil. Suele evaluarse a
partir de la experiencia y el conocimiento del analista y también a
partir de otro tipo de informacién (certificados de calibracion,
resultados de estudios de intercomparacion, etc.).

Todos los términos de incertidumbre debidos a fuentes de

variacion no considerados previamente, se combinan siguiendo la
ley de propagacion de errores:

_ ’ 2
Usros = Zsi
i
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donde s; es la incertidumbre estaindar asociada a cada una de las
fuentes de variaciéon no consideradas previamente. Como es una
varianza combinada, el nimero de grados de libertad se obtiene a
partir de la aproximacion de Satterthwaite:

2
2
(U otros )

)

i Vi

otros

donde Vouos son los grados de libertad asociados a uowos y Vi los
grados de libertad asociados a cada s;. Sin embargo, muchas veces
no se dispone de informacién sobre los grados de libertad. En este
caso, se utiliza el factor de incertidumbre, £ (ya explicado en la
aproximacion propuesta por la ISO).

Estimacion de la incertidumbre total
Una vez que se han evaluado y calculado las varianzas de cada

término y sus grados de libertad asociados, la incertidumbre total
estandar se calcula combinando estas varianzas.

2
otros

_ 2 2 2
u= \/uproc + utraz + upret +u

La incertidumbre total expandida se obtiene multiplicando la
incertidumbre total estaindar por el valor de # efectivo tabulado de

dos colas a una probabilidad o y con el nimero de grados de

libertad efectivos, Ve obtenidos a partir de la aproximacion de
Satterthwaite.

_ 2 2 2 2
U= ta/2,eff ’ \/U *+ Ui, + upret + Uggros

proc
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La incertidumbre total expandida proporciona un intervalo de
confianza en el cual el valor del resultado analitico esta incluido
con una probabilidad 1-a.. En vez de utilizar el valor de 7 efectivo,
puede wusarse el factor de cobertura, £, para obtener la
incertidumbre total expandida. No es una mala aproximacion
siempre y cuando el nimero de grados de libertad de las varianzas
combinadas sea elevado (especialmente el de la varianza que tenga
una contribucién mayor). De todas formas, es mas correcto
utilizar el valor de 7 efectivo.
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3.6- EJTEMPLO 8: CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE
ASOCIADA A LA DETERMINACION DE CROMO EN
AGUA SUPERFICIAL POR LA TECNICA DE ICP-OES
UTILIZANDO UN MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO

Para asegurar la trazabilidad de su método de analisis, el
laboratorio X adquirié un material de referencia certificado (NIST
1643d de Estados Unidos), con los siguientes valores asociados:

Valor certificado: 18,43 pg/L
Incertidumbre, U = 0,20 pg/L
Numero de resultados: 15

En primer lugar, para poder aplicar el modelo propuesto,
se debe verificar la trazabilidad. Para ello, el laboratorio analizé 15
veces el cromo del CRM en condiciones intermedias (en diferentes
dias y con diferentes analistas), obteniendo los siguientes
resultados (en pg/L). Las 15 determinaciones se llevaron a cabo

por duplicado.

(16,0 — 16,5) — (17,0 — 17,9) — (18,6 — 19,0) — (18,7 — 19.4) — (17,0
~17,9) — (20,0 — 21,5) — (17,8 — 18,2) — (17,0 — 18,5) — (19,0 —
19,8) — (21,0 — 20,0) — (17,1 — 17,9) — (18,2 — 18,8) — (17,4 — 17,9)
— (183 -18,7) — (18,1 — 19,0)

La primera cuestion a verificar es si los resultados
obtenidos por el laboratorio son o no trazables al material de
referencia.

Para verificar si el método es trazable debemos corroborar
que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracion certificada de cromo del material del NIST, Xy
y la concentracién media obtenida, X, al analizar el CRM en el
laboratorio.
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En primer lugar, se debera buscar la desviacion estandar
asociada a la concentracién del CRM. Como el intervalo de

confianza es k- Scr /M = 0,20, donde mcrm=15 vy
asumiendo que £ = 2, se obtiene scrv = 0,387 pg/L.

Se debe aplicar el disefio anidado para calcular la
repetibilidad y la precision intermedia (ANOVA). En la planilla de
calculo, se cargan los datos de a pares como se indica en el
ejemplo siguiente.

Serie 1 16 16,5
Serie 2 17 17,9
Serie 3 18,6 19

Serie 4 18,7 19,4
Serie 5 17 17,9
Serie 6 20 21,5
Serie 7 17,8 18,2
Serie 8 17 18,5
Serie 9 19 19,8
Serie 10 21 20

Serie 11 171 17,9
Serie 12 18,2 18,8
Serie 13 17,4 17,9
Serie 14 18,3 18,7
Serie 15 18,1 19

La planilla Excel tiene en su menu desplegable, el item
“Herramientas”. Dentro de ese item figura entre sus varios
submentus el “Analisis de datos” y dentro de €l figura "Analisis de
varianza de un factor". Después de seleccionada esa opcién, se
debe marcar un rango de entrada, que corresponde a la matriz
numérica con los datos obtenidos en el andlisis y que se indica en
la figura anterior. En el ejemplo es una matriz de dos columnas y
quince filas. Se selecciona el agrupamiento por filas y se acepta la
salida de datos en una hoja nueva y con un valor de alfa de 0,05, lo
que corresponde a un nivel de confianza del 95 %.
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Como ya se ha visto en otros ejemplos, figura en la

primera columna el origen de las variaciones (entre grupos, dentro de

grupos y total), en la segunda columna la suma de cuadrados, en la
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tercera columna los grados de libertad respectivos, en la cuarta
columna los cuadrados medios o el promedio de los cuadrados, en la
quinta columna el valor de I calculado, en la sexta columna el valor
de probabilidad del test F y en la séptima el valor critico para el test F
para un nivel de probabilidad del 0,05, o sea 95 % de confianza.
Cabe hacer la aclaracion que el valor del promedio general (18,407)
no es informado como resultado en la planilla de céalculo, y por ello
se efectia la operacién con la misma hoja de cilculo, como el
promedio de todos los promedios informados.

A continuacién conviene realizar, en la misma hoja de
calculo, algunas operaciones que permiten obtener los parametros
estadisticos que se requieren para el calculo de la incertidumbre, y
que fueran detallados en la explicaciéon de la Tabla Anova. A
continuaciéon se muestran los mismos y los valores obtenidos con
los datos del ejemplo.

CMD 0,368
sr? 0,368
CMSerie 2,84847619
S%serie 1,2402381
Si? 1,6082381
Sl 1,26816328

S?promedio 1,4242381

a) El valor de CMD es el cuadrado medio dentro, o sea que
tiene un valor de 0,368, tal como figura en la tabla de
resultados del andlisis de varianza. La varianza de repetibilidad
es el valor del cuadrado medio dentro.

b) El cuadrado medio de la serie es el cuadrado medio entre, y
su valor es 2,8485.

¢) El valor de varianza entre series (s%eric) se obtiene, tal como
fue definido en la tabla ANOVA, por diferencia entre el
cuadrado medio de la serie y el cuadrado medio dentro y
dividido por dos, ya que cada serie contiene dos resultados
(duplicados). En el ejemplo el valor es 1,2402.
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d) El valor de la varianza intermedia se obtiene por suma de la
varianza de repetibilidad y de la varianza entre series, o sea
1,608.

e) El valor de desvio estandar correspondiente a la precision
intermedia es la raiz cuadrada de la varianza intermedia, o sea
1,2682.

f)  La varianza del promedio es el valor del cuadrado medio de la
serie dividido por dos, ya que hay dos resultados por serie.

Para verificar la trazabilidad se debe hacer un estudio de
comparacion de medias entre el valor del CRM y el valor medio
obtenido por el laboratorio.

El valor certificado para el cromo en el CRM es de 18,43

pe/L y el valor medio del laboratorio es de 18,41 pg/L. Se lleva a
cabo el test t de significacion.

Para aplicar el test t se debe conocer previamente si hay o
no diferencia significativa entre las varianzas correspondientes al
CRM vy al laboratorio.

Se realiza un test I para comparar las varianzas.

2

S
L Y\
s2ey 0,387

El valor de F calculado se compara con el valor de F de
tablas para 14 grados de libertad en el numerador (nimero de filas
menos 1) y 14 grados de libertad en el denominador (ndmero de
resultados menos 1). En nuestro ejemplo ese valor de I es 2,42,
como figura en la séptima columna de la tabla de Analisis de
varianza. Como F calculado es mayor que el I de tablas se debe
seguir el procedimiento para ese fin.

Se calcula el valor de Sq de la siguiente manera
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2 2
S S

Sp = 2L IR 0,342
n n,

El valor t se obtiene utilizando el dato del promedio
obtenido en el laboratorio (18,41), el valor del certificado del CRM
(18,43) y el valor de Sq calculado.

‘Xlab - XCRM‘
=0,0585

cale —
Sp

El valor de t debe compararse con el valor de tablas
calculando el valor de los grados de libertad con la aproximacion
de Satterthwaite, ya que se ha demostrado que las varianzas no son
comparables.

(512 /n, +S(2jRM /n2)2
(S12 /n1)2 + (SgRM /n2)2

n, —1 n, —1

grados de libertad = =16,73

Cabe destacar que n; y n2 son respectivamente 15 ya que
hay quince series para el calculo de la precision intermedia y son
quince los resultados correspondientes al CRM. Aproximando al
valor entero mas cercano, el nimero de grados de libertad es 17.

El valor de t de tablas es 2,11 para un valor de
probabilidad del 0,05. Al comparar el valor t calculado (0,0585)
con el t de tablas (2,11) podemos concluir que es trazable el
método del laboratorio.

Siteale < tubla entonces el método es trazable,
En este momento se puede comenzar con el calculo de la

incertidumbre, ya que se ha comprobado que el método es
trazable.
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Estimacion de incertidumbre del procediniiento analitico

La incertidumbre debida al procedimiento estd asociada a
la varianza de la serie y a la varianza propia de la repetibilidad.
Si cada muestra en el laboratorio se analiza rutinariamente en una
unica serie y con una unica determinacion, la ecuacién que refleja
la incertidumbre del procedimiento analitico es:

donde los valores de s%erie y de s ya han sido calculados para la
verificacion de la trazabilidad y ademas como la muestra se analiza
en un unica serie ps es 1 y como se hace una unica determinacion
nses 1.

Por lo tanto, resulta

2 2
Upoced, = Sserie | Sy =s, =1,27
psns nS

El valor de 1,27 es el desvio estandar correspondiente a la
precision  intermedia que fue considerado 'y calculado
anteriormente.

El nimero de grados de libertad es el valor obtenido
usando la ecuacion de Welch-Satterthwaite, aplicable a este tipo de
metodologias de calculo:

4
ut
grados de libertad = proced. — =21,75
(Sszerie)2 + (Sf)
p-1  pm-1

Estimacion de incertidumbre debida a la trazabilidad

Debido a que se comprob6 que el método es trazable, se puede
calcular la incertidumbre debida a la trazabilidad.
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2
U(Xepy)? +2L
n

donde el nimero de grados de libertad es el valor obtenido usando
la ecuacion de Welch-Satterthwaite:

grados delibertad = e o =9,70
Sr
(CrM™? |\ n
15-1 15-1

Estimacion de incertidumbre debida a los pasos de preprocesamiento

Esta estimacién es necesaria cuando no se han tenido en
cuenta las fuentes de incertidumbre derivadas del submuestreo y
del preprocesamiento en el proceso de calculo de la incertidumbre

debida a la trazabilidad.

En este caso, esa componente es nula debida a que las
muestras son homogéneas y porque ademas se le hacen los
mismos pretratamientos tanto al CRM como a las muestras de
rutina.

Si se tuviera que calcular la incertidumbre debida a los
pasos de preprocesamiento, se deberfan tomar diez submuestras
de la misma muestra y analizarlas en condiciones de repetibilidad,
lo cual sera considerado en el siguiente ejemplo.

Estimacion de incertidumbre debida a otras fuentes

La mayorfa de estas fuentes deberfan estar asociadas a
diferencias entre las muestras de rutina y la muestra de ensayo, o al
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sesgo del CRM (que se puede estimar trazando el CRM a otros
CRM's con mayor nivel de trazabilidad). Aqui se debe tener en
cuenta la experiencia y el conocimiento del analista, de las
referencias bibliograficas y de cualquier otra fuente de informacion
valedera. En este ejemplo, no se tendra en cuenta esta
contribucién.

Estimacion de la incertidumbre global

La incertidumbre global se calcula combinando las
incertidumbres derivadas del procedimiento analitico, de la
verificacion de la trazabilidad, de los pasos de preprocesamiento y
de otras fuentes, con lo cual, resulta:

_ 2 2 2 2 _ ' 2 2 _
U - tcalc,a/Z '\/u proced. + u!mz + upreprucex +uotraxjiaemes - tca[(‘,a/Z 1’27 + 0’384 - tcﬂlt.a/Z 1933

donde ?,,. ./, es €l valor de t para un valor de o igual a 0,05 y

donde el nimero de grados de libertad se calcula se calcula como
se ha mostrado en casos anteriores:

gr.lib.=

2 2
( uproced.+utraz)4 :25’7

gr.lib. = . o
proced. +ﬂ
22 10

El valor de t de tablas para un valor de a igual a 0,05 y 26
grados de libertad es igual a 2,06, por lo cual, la incertidumbre
global es igual a:

U= 2,06x1,33=2,73ug/L



Validacion e incertidumbre en medidas quimicas 131

Por lo tanto, el resultado de la medicion del laboratorio se
expresara como

(184 +2,7) pg/L

3.7- EJEMPLO 9: CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE
ASOCIADA A LA DETERMINACION DE PLOMO EN
MUESTRAS CONTAMINADAS DE ARCILLAS POR LA
TECNICA DE ICP-OES POR COMPARACION CON UN
METODO DE REFERENCIA

Se desea emplear un método X que se ha desarrollado
para la determinacion de plomo en muestras de arcillas
contaminadas, y compararlo con un método de referencia J. Para
ello, simultineamente se tratan las mismas muestras por el método
Xy por el método de referencia J. La diferencia entre X y | radica
en el procedimiento de digestion de las muestras y en la
determinacion propiamente dicha.

A continuaciéon se pueden apreciar los resultados
obtenidos por el método ] y por el método X, aplicando un disefio
anidado.

El laboratorio analizé 12 veces el plomo por el método X
en condiciones intermedias (en diferentes dias y con diferentes
analistas), y por duplicado, obteniendo los siguientes resultados

(en pg/L).

(34,4 — 34.9) — (36,2 — 37,9) — (35,5 — 36,6) — (33,4 — 35,4) — (34,8
—34,9) — (36,1 — 34,9) — (31,8 — 33,6) — (33,7 — 35,0) — (37,2 —
36,5) — (34,4 — 33,0) — (36,1 — 37,9) — (39,4 — 37,8)

También el laboratorio analizé 12 veces el plomo por el
método ] en condiciones intermedias (en diferentes dias y con
diferentes analistas), y por duplicado, obteniendo los siguientes

resultados (en pg/L).
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(36,4 — 36,9) — (36,2 — 36,9) — (38,5 — 37,0) — (35,4 — 36,4) — (35,8
—36,4) — (36,1 — 37,4) — (34,8 — 35,6) — (36,7 — 35,9) — (36,2 —
35,8) — (37,4 — 37,0) — (36,1 — 36,9) — (39,4 — 39,0)

Lo que primero a verificar es si el método recién
desarrollado (X) es trazable o no al método de referencia (J).

Para ver si el método es trazable debemos verificar que no
hay wuna diferencia estadisticamente significativa entre la

concentracion de plomo obtenida por el método | X;, y la

concentracion obtenida por el método X Xy, al analizar las

muestras en el laboratorio.

La comprobaciéon entre los valores medios se efectia
mediante un test £

Se debe aplicar el disefio anidado para calcular la
repetibilidad y la precisién intermedia usando ambas metodologfas
analiticas. Para ello, se aplica un diseio ANOVA. En la planilla de
calculo, se cargan los datos de a pares como se indica a

continuacién:
Método X Método J
Serie 1 34,4 34,9 Serie 1 36,4 36,9
Serie 2 36,2 37,9 Serie 2 36,2 36,9
Serie 3 35,5 36,6 Serie 3 38,5 37
Serie 4 33,4 354 Serie 4 35,4 36,4
Serie 5 34,8 34,9 Serie 5 35,8 36,4
Serie 6 36,1 34,9 Serie 6 36,1 37,4
Serie 7 31,8 33,6 Serie 7 34,8 35,6
Serie 8 33,7 35 Serie 8 36,7 35,9
Serie 9 37,2 36,5 Serie 9 36,2 35,8
Serie 10 34,4 33 Serie 10 37,4 37
Serie 11 36,1 37,9 Serie 11 36,1 36,9
Serie 12 39,4 37,8 Serie 12 39,4 39

La planilla Excel tiene en su menu desplegable, el item
“Herramientas”. Dentro de ese item figura entre sus varios
subments el “Analisis de datos” y dentro de ¢l figura "Analisis de
varianza de un factor". Después de seleccionada esa opcién, se
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debe marcar un rango de entrada, que corresponde a la matriz
numérica con los datos obtenidos en el analisis y que se indica en
la figura anterior. En el ejemplo, sera la matriz de dos columnas y
quince filas correspondientes al Método X o la matriz de dos
columnas y quince filas correspondientes al Método J. Se
selecciona el agrupamiento por filas y se acepta la salida de datos
en una hoja nueva y con un valor de alfa de 0,05, lo que
corresponde a un nivel de confianza del 95 %.

Se obtendra, luego de aceptar todo lo indicado, la siguiente
hoja de célculo para el Método J:

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 2 73,3 36,65 0,125
Fila 2 2 73,1 36,55 0,245
Fila 3 2 75,5 37,75 1,125
Fila 4 2 71,8 35,9 0,5
Fila 5 2 72,2 36,1 0,18
Fila 6 2 73,5 36,75 0,845
Fila 7 2 70,4 35,2 0,32
Fila 8 2 72,6 36,3 0,32
Fila 9 2 72 36 0,08
Fila 10 2 74,4 37,2 0,08
Fila 11 2 73 36,5 0,32
Fila 12 2 78,4 39,2 0,08
36,675
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 23,125 11 2,10227273  5,97802671  0,00226125 2,71732
858
Dentro de 4,22 12 0,35166667
los grupos
Total 27.345 23
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La siguiente corresponde a los datos para el Método X:

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 2 69,3 34,65 0,125
Fila 2 2 74,1 37,05 1,445
Fila 3 2 72,1 36,05 0,605
Fila 4 2 68,8 34,4 2
Fila 5 2 69,7 34,85 0,005
Fila 6 2 Al 35,5 0,72
Fila7 2 65,4 32,7 1,62
Fila 8 2 68,7 34,35 0,845
Fila 9 2 73,7 36,85 0,245
Fila 10 2 67,4 33,7 0,98
Fila 11 2 74 37 1,62
Fila 12 2 77,2 38,6 1,28
35,475
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 62,275 11 5,66136364 5,91265132 0,00237582 2,717328
Dentro de 11,49 12 0,9575 %
los grupos
Total 73,765 23

Como se ha visto en ejemplos anteriores, en la salida de
los datos del analisis de varianza, figura en la primera columna el
origen de las variaciones (entre grupos, dentro de grupos y total), en
la segunda columna la suma de cuadrados, en la tercera columna los
grados de libertad respectivos, en la cuarta columna los cuadrados
medios o el promedio de los cuadrados, en la quinta columna el
valor de F calculado, en la sexta columna el valor de probabilidad del
test I y en la séptima el valor critico para el test I para un nivel de
probabilidad del 0,05, o sea 95 % de confianza. Cabe hacer la
aclaracion que el valor del promedio general, como ocurria con el
ejemplo anterior, no aparece en el calculo, y por ello se efectda la
operacion con la misma hoja de calculo, luego de obtenida la misma.
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A continuacion se realizan algunos calculos que permiten
obtener, a partir de dicho conjunto de valores, los parametros
estadisticos que se requieren para el calculo de la incertidumbre.
Primero, se muestran los que corresponden al Método | y luego los
que corresponden al Método X. El significado de cada uno de los
parametros es el detallado en el ejemplo 8 presentado anteriormente.

CMD 0,35166667
s?r 0,35166667
CMSerie 2,10227273
S%serie 0,87530303
S?i 1,2269697
S 1,10768664
S%promedio  1,05113636
CMD 0,9575
s?r 0,9575
CMSerie 5,66136364
S%serie 2,35193182
S? 3,30943182
S 1,81918438

S%promedio  2,83068182

Para verificar la trazabilidad se debe hacer un estudio de
comparacion de medias entre los dos valores medios de ambas
metodologfas.

El valor medio de concentracién de Pb por el método | es
de 36,68 pg/g y el valor medio obtenido por el método X es de

35,48 pg/g. Se lleva a cabo el test t de significacion, para lo cual se
debe conocer previamente si hay o no diferencia significativa entre
las varianzas correspondientes a ambas metodologfas.

Se realiza un test I para comparar las varianzas.

S2

S 3 31
F 1(X) X
2 1,23
Srun >

=2,69
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El valor de F calculado se compara con el valor de I de
tablas para 11 grados de libertad en el numerador y 11 grados de
libertad en el denominador. En nuestro ejemplo ese valor de
Fresrico €8 2,72 (a planilla de calculo ya informa ese valor).

Como F calculado es menor que el F de tablas, debe
seguirse el procedimiento de célculo para la comparaciéon de

medias que corresponde:

Se calcula el valor de Sq de la siguiente manera

g = {(px_l)'sf()() +(pJ_l)'S5(J) j||: 1 1
b= I

+—|=0,615
Px+p,—2 Pa ij|

donde px igual a 12 y pj también igual a 12.

El valor t se obtiene de la siguiente manera

‘X Métodox — X MétodoJ
t J—

cale —

=195

Sp

El valor de t debe compararse con el valor de tablas para
un nimero de grados de libertad igual a 22. El valor de t de tablas
es 2,07. Si teale < tubla entonces el método es trazable.

Al comparar el valor t calculado (1,95) con el t de tablas (2,07)
podemos concluir que el método X desarrollado en el laboratorio
es trazable al método de referencia .

Obtenida la informacién sobre la trazabilidad del nuevo
método propuesto, se puede comenzar con el calculo de la
incertidumbre, ya que se ha comprobado que el método es
trazable. La forma de calculo, y los componentes de la
incertidumbre, han sido detallados en el ejemplo 8.
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Estimacion de incertidumbre del procedimiento analitico

La incertidumbre debida al procedimiento esta asociada a
la varianza de la serie y a la varianza propia de la repetibilidad.

Si cada muestra en el laboratorio se analiza rutinariamente

en una Gnica serie y con una unica determinacion, la ecuacién que
refleja la incertidumbre del procedimiento analitico es:

uproced. =

donde los valores de s%eric v de s ya han sido calculados para la
verificacion de la trazabilidad del método X; como la muestra se
analiza en un unica serie ps es 1 y como se hace una tunica
determinacion ng es 1.

Por lo tanto, resulta

u — =5, =182

proced.

El nimero de grados de libertad se calcula teniendo en cuenta que
p es el numero de series (12) y n es el numero de veces que se
repiti6 cada serie (2). Aproximando, el valor obtenido es 19.

4
grados de libertad = ——— 2t~ 18,91
(Sser[e) + (Sr )Z
p-1  p@-1

Estimacion de incertidumbre debida a la trazabilidad

Debido a que se comprobd que el método X es trazable,
se puede calcular la incertidumbre debida a la trazabilidad. La
incertidumbre estandar se puede estimar con el valor de sp ya

calculado (0,615 pg/g) con 22 grados de libertad.



138 Validacion e incertidumbre en medidas quimicas

Estimacion de incertidumbre debida a los pasos de preprocesamiento

Esta estimacion es necesaria cuando no se han tenido en
cuenta las fuentes de incertidumbre derivadas del submuestreo y
del preprocesamiento en el proceso de calculo de la incertidumbre

debida a la trazabilidad.

En este caso, esa componente se calcula tomando diez
porciones de una de las muestras de arcilla contaminadas,
analizandolas en condiciones de repetibilidad.

Supongamos que los wvalores obtenidos fueron los
siguientes:

34,1 - 37,9 — 34,8 — 38,2 — 34,8 — 34,0 — 37,0 — 35,0 — 38,5 — 35,1

Si se calculan los parametros estadisticos para esta serie de
10 datos, la varianza resulta igual a 3,11. Como la varianza de
repetibilidad result igual a 0,957, segin los calculos anteriores, la
varianza de pretratamiento y muestreo es igual a la diferencia entre
311 'y 0957, o sea 2,15, La incertidumbre estindar
correspondiente (raiz cuadrada de la varianza) es igual a 1,47 pg/g,
con 9 grados de libertad.

Estimacion de incertidumbre debida a otras fuentes

Como se coment6 en el ejemplo 8, esta estimacion deberfa
tener en cuenta todas las fuentes de incertidumbre no
consideradas en los apartados anteriores.

La mayorfa de estas fuentes deberian estar asociadas a
diferencias entre las muestras de rutina y la muestra de ensayo, o al
sesgo del CRM (que se puede estimar trazando el CRM a otros
CRM's con mayor nivel de trazabilidad). Aqui, se debe tener en
cuenta la experiencia y el conocimiento del analista, las referencias
bibliograficas y cualquier otra fuente de informacién valedera.
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Supongamos que en nuestro ejemplo, el método J se trazo
a un CRM que tenia similares propiedades que las muestras.

El CRM se analizé por el método J, aplicando un disefio
experimental similar al anterior, obteniéndose un promedio de

35,24 ng/g con una varianza intermedia de 1,55 pg/g. El valor
certificado del CRM, como resultado del analisis de 10

laboratotios fue de 35,99 pg/g con una varianza de 1,99 pg/g.

La incertidumbre estandar se calcula de la siguiente

manera:
[ , 1,99
uotrostérminos = ZSIZ = 1355 + 10 =1,32

El nimero de grados de libertad se calcula como sigue:
4

. uotros tér minos
grados de libertad = =26,7

S2 ’
CRM
(s1)° +( 10 J

22 9

Estimacion de la incertidumbre global

La incertidumbre global se calcula combinando las
incertidumbres derivadas del procedimiento analitico, de la
verificacion de la trazabilidad, de los pasos de preprocesamiento y
de otras fuentes, con lo cual, resulta:

— 2 2 2
U=tean \/u i +ul_ +u +u

proce traz preproces otras fuentes

U=t J1,822 40,6157 +1,47* +132% =1, ,,».2,76

calc al2
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donde 7., ,,, es el valor de t para un valor de o igual a 0,05 y el

namero de grados de libertad calculado adecuadamente:

gr.lib.= W

i=1 Ui

Este numero de grados de libertad resulta en nuestro caso:

2 2 2 2
(\/uproced. +utraz + upretr. + u()tros tér min os )4

gradoslib.=——; y Z ” =474
u proced. + utraz + pretr. + otros tér min os
19 22 9 27

El valor de t de tablas para un valor de a igual a 0,05 y 47
grados de libertad es igual a 1,96, por lo cual, la incertidumbre
global es igual a:

U=196x276=541ug/g

Por lo tanto, el resultado de la medicién del laboratorio se
expresara como

(35,5 % 5,4) /g

Este valor informa entonces el valor mas probable y la
incertidumbre del resultado, y presupone que con un 95% de
confianza, el valor verdadero se encuentra en ese intervalo.

Como comentario final, es importante retomar el tema de
la realidad de un laboratorio. Todos los procedimientos
mencionados en este ejemplo y el anterior hacen referencia a la
realizacién de muchos replicados del analisis de una muestra. Esto
es lo que debe hacerse en el proceso de validacién, y la
herramienta para el calculo de la incertidumbre.
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Sin embargo, las muestras rutinarias, como ya se ha
comentado, se analizan una dnica vez en la mayorfa de los casos.
Los resultados que hemos obtenido en este ejemplo, serviran para
informar la incertidumbre de muestras de similar matriz y de
similar concentracién. Por ejemplo, si se analiza una muestra de
arcilla para determinar plomo y el valor de una dunica
determinacion es 39,14 pg/g, el laboratorio puede informar ese
resultado como (39,1 + 59) pg/g, basindose en la
proporcionalidad entre la incertidumbre y el valor de la
concentracion.

Es por ello que al hacer la estimacién de los valores de
incertidumbre, se debe trabajar a por lo menos 5 niveles de
concentracion diferentes, intentando abarcar todo el ambito de
trabajo del método, desde el limite de cuantificacién hasta el limite
superior.
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