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1. INTRODUCCION

Debido a la gran evolucidn y desarrollo que ha tenido la industria quimica muy pronto se
necesito para determinados compuestos y productos, el establecimiento de un segutmiento
de sus especificaciones, como parte de un sistema de aseguramiento de calidad. Por ello el
analisis cuantitativo y cualitativo de cierto numero de productos quimicos forma parte de
las prescﬁpciones clasicas en una industria y es complemento necesario de un examen
fisicoquimico.
La puesta en marcha de estos tipos de estudios exige una validacion de los métodos
aplicados.
Esta exigencia de validacion es una practica comun en el campo industrial donde cualquier
método mievo descrito en un expediente debe ir acompafiado de una validacion completa.
Por tanto parece justificado encarar el problema de la validacion de una téenica, como un
paso comtin de todos los téenicos, cualquiera que sea la especificidad.
La validacién de un método analitico puede definirse como un paso critico cuyo proposito
es asegurar su calidad o validez. El objetivo de la validacidn no es comparar un método con
otro ya existente (método de referencia) si no conocer mejor sus caracteristicas.
La validacién corresponde a un estudio cientifico de los criterios de confiabilidad de una
técnica analitica estos son:

- laexactitud

- la precisiéon

- la sensibilidad

- el limite de deteccién

- la especificidad y selectividad

- lalineglidad
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- ¢l rendimiento (en casos en los que se requiera)

- repetibilidad

- reproducibilidad.
Estos criterios son especificos de una téenica en condiciones definidas. La apreciacion de
las cualidades del método se define en relacion a un compuesto, un método y un equipo
dado.
En este trabajo se da una descripeién general de los métodos y programas de validacion
obtenidos a partir de una investigacion bibliografica. La forma en que esta organizada la
informacion, asi como algunos comentarios y contenidos son originales.
La principal aportacion de este trabajo es que constituye una recopilacién completa de los
métodos de validacion, tratados en forma didactica de tal forma que sean utiles para

organizaciones productivas e instituciones académicas.
1.1 OBJETIVOS

2. E! objetivo principal de este trabajo es establecer una guia metodolégica para la
implementacion de un proceso de validacidn de métodos analiticos, como parte del
sistema de administracion de calidad en laboratorios, estableciendo los criterios
generzles para su correcta aplicacion.

3. Dar una descripcion general de los principios con los que tiene relacion la
validacion, tales como el sistema de calidad del laboratorio, teniendo en cuenta que
no se trata de un manual de calidad.

4. Establecer los criterios minimos para la validacion de un método analitico.

5. Dar una descripcion breve de los principales organismos normativos en relacion a
la validacion y sistemas de calidad de los laboratorios de analisis quimico.

6. Comparar los protocolos de validacion de diversos organismos privados y
gubernamentales.

7. Contar con una guia que pueda unificar criterios entre profesionistas, técnicos y
académicos que tienen bajo su cargo esta responsabilidad en centros de ensefianza
o en la industria, con objeto de hacer mas productivo el trabajo de todas las

personas que estan involucradas en este tipo de actividades
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1.2 INTRODUCCION AL ASEGURAMIENTO DE CALIDAD EN UN
LABORATORIO

Informes de debates y decisiones en importantes temas como el dafio de la capa de ozono,
lluvia acida y la calidad del agua de los canales, todos dependen de datos provistos por
quimicos analiticos. Evidencias forenses frecuentemente dependen de mediciones quimicas.
Marcas nacionales e internacionales son criticamente dependientes de resultados analiticos,
como composicion quimica ¥ de acuerdo a esto clasificados en determinada fraccion
arancelaria. En todas estas areas la importancia del aseguramiento de la calidad en la
determinacion de resultados analiticos puede no tener tanto énfasis.'"
El costo de la falta de calidad puede ser enorme:
- En analisis forense esto puede llevar a tomar decisiones completamente erroneas.
- En las marcas comerciales esto puede ocasionar un suministro de un producto
inadecuado v el alto costo de remplazamiento a la subsecuente perdida de clientes.
- En el suministro de agua esto puede lievar al consumo de agua contaminada,
- En todas las areas de aplicacion esto puede llevar a la perdida de validez de los
resultados analiticos, ocasionando repeticiones de andlisis y por consiguiente

perdidas econémicas. Esto sin contar la reputacion del laboratorio,

1.3 VALIDACION COMO PARTE DE UN SISTEMA DE ASEGURAMIENTO DE
CALIDAD
Puede haber alguna confusidn con lo que queremos decir con calidad. Una de las
definiciones de calidad en el diccionario: es el grado de excelencia que posee un objeto. Sin
embargo en quimica analitica nosotros necesitamos ampliar esta definicién, justo como en
el caso de juzgar la calidad en relacion a la vida diaria. Como juzgamos la calidad de un
Rolls Royce, un Mazda MX5 o un Volkswagen todos estos son carros los cuales tienen
excelencia y una buena reputacion, pero la cantidad de dinero requerido para comprarlos es
muy diferente. Cual comprarias dependiendo de para que lo quieras ne comprarias un Rolls
Royce para trabajo pesade porque no cumplifia tus expectativas, sin embargo un
Wolkswagen si con esto queremos decir que ambos son de calidad, pero cada uno satisface

ciertos requisitos. "
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La calidad en el laboratorio es todo lo que provee resultados Icomo:

- Satisfacer las necesidades especificas del cliente.

- Dar confianza al cliente y a todos los que hagan use de esos resultados.

- Representa valor en dinero.
Se pregunta como realizar un analisis, que factores considerar para obtener un resultado de
calidad. Se debe considerar lo sigutente:

- Precisa el conocimiento de las necesidades del cliente; es esto el contenido total de

azucares o la cantidad de lactosa presente es la requerida.

- Que nivel de incertidumbre es aceptable.

- Meétodo de muestreo correcto; la muestra es representativa.

- Método analitico apropiado; hay alguna posibilidad de error.

- Procedimiento experimental registrado; puede alguien reproducirlo en el futuro.

- Reporte al cliente; este es entendible y da respuesta la las preguntas del cliente.
Si se considera lo anterior se estara haciendo lo correcto, sin embargo la calidad no
solamente depende de eso, también se debe considerar lo siguiente;

- Mantenimiento de equipo segin especificaciones

- Apropiada metodologia para registrar los resultados

- Asegirese de que los resultados son confiables y correctos.
1.4 REQUERIMIENTOS DEL CLIENTE Y EL. ANALISTA

Se debe recordar que un cliente quien es miembro del laboratorio es justamente tan
importante como el primero fuera de la organizacion,

Desde luego siempre se deben hacer todas las mediciones usando las mejores habilidades.
Sin embargo un valor con alto nivel de precision no siempre es requerido. Lo mejor es que
el resultado producido deba ser bastante preciso y exacto para ser usado por el cliente para
el propdsito que lo requiera. Los clientes pueden requerir los detalles técnicos del método
usado aunque no siempre ocurre asi. Por lo tanto es vital que los requerimientos exactos
sean discutidos con el cliente antes del analisis. El cliente requerira suficiente evidencia

para tener confianza en los datos, "
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BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO.

Algunas industrias disponen de un laboratorio de control ya sea para anilisis de materia
prima o de producto terminado. El establecimiento de recomendaciones referentes a las
buenas practicas de laboratorio de analisis tienen como proposito garantizar la calidad y la
integridad de los resultados obtenidos. Cominmente los fasciculos de las buenas practicas
de laboratorio estan integradas en las guias de las buenas practicas de fabricacion. En otro
capitulo analizaremos con detalle todos los requerimientos de las diferentes organizaciones
gubernamentales regpecto a este tema.

Buenas practicas de laboratorio, es un termino usado para describir como los quimicos y
cientificos deben ir dia a dia en su trabajo. Esto incluye todos los temas como seguridad,
orden, limpieza, cuidado, atencién, organizacién y disciplina personal. Un quimico que
tiene estas cualidades y usa estos términos, es mas probable que obtenga buenos resultados

¥ en el menor tiempo a diferencia de guienes no los tienen.
2.1 ANTES DE INICIAR UN ANALISIS

Suponiendo que nos damos a la tarea de iniciar un anélisis de un conjunte de muestras,
usande un métedo particular previamente validado. No debemos apresurarnos en el trabajo
y debemos planear lo que necesitaremos para hacerlo y cuando y como deberemos hacerlo.
Como ejercicio se realizara una lista de todos los puntos que se deben considerar antes de
iniciar el trabajo con las muestras. Lo que se debe incluir en la lista es lo siguiente:
"a} Localizar las muestras (en el caso de que halla que muestrear revisar la seccion de
muestreo)
b) Asegurarse de que la informacion de métodos este disponible (en caso de que ya

hallas elegido el método)
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c)
d

g)

h)

A

k)

l

Leer el método st no se esta completamente familiarizado con el.

Revisar que toda la instrumentacién necesaria este libre para el periodo en que
trabajaras con ella.

Planear la secuencia de trabajo y lo que se requiere para cada paso. Revisar si
algunos pasos son criticos y si el método de andlisis puede ser completado después
de algin tiempo o dias. La complejidad del método puede limitar el numero de
muestras que pueden ser mangjadas conjunto.

Realizar un itinerario de plan de trabajo.

Considerar algunos peligros asociados con el método v con el uso de algunos
reactivos en particular. Considera algunos factores que puedan afectar tus
resultados tales como contaminantes de trabajos pasados. El trabajo solo puede ser
iniciado si se cuenta con todas las medidas de seguridad.

Si se va a hacer un analisis de rutina tal vez no requiera reacondicionar el
laboratorio, pero en el caso contrario hay que adecuar nuevamente el laboratorio.

El quimico debe contar con todo el equipo de seguridad necesario.

Si se va a trabajar con equipo o material en el que no se tiene un buen
entrenamiento probablemente sea necesario contar con supervision.

Se debe revisar que todo el material de vidrio este limpio, el equipo calibrado y
que se cuernte con el material necesatio.

Revisar los reactivos, estindares y materiales de referencia que estén en buen
estado. En donde los reactivos requieren preparacion, esto se tendra que haber
hecho previamente.

Se debe contar con un'plan de disposicion de-material y residuos peligrosos.

Se debe contar también con un plan de mantenimiento y limpieza de equipo.

2.2 DURANTE EL ANALISIS

Le que se puede incluir en la lista de lo que se debe hacer durante el andlisis puede ser lo

siguiente:

a) Para cada muestra revisar detalles como condiciones de muestras, referencias

cruzadas en tu hoja de trabajo.
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b) Revisar que las muestras estdn a la temperatura correctz antes de abrir sus
contenedores.

c) Lievar a cabo procedimientos de muestreo apropiados asegurandose que todas las
alicuotas estan bien etiquetadas, identificar el paso anterior y el siguiente en el
andlisis.

d) Donde el equipo es usado varias veces para diferentes muestras asegiirese de que se
lave adecuadamente después de cada muestra.

e} A menos que el método indique otra cosa, la secuencia correcta para seguirlo es
hacer primero la calibracion apropiada. Si la calibracion es satisfactoria, entonces se
llevara un control de calidad adecuado. Donde las muestras son examinadas en
conjunto se debe hacer calibracion periédica y control de variables periodicamente.

f) Seguir el método exactamente como esta escrito. Si el método ha sido esecrito
correctamente este indicara la forma en que se hacen las cosas. No tomar atajos esto
solo ocasionaria problemas y necesidad de repetir el método.

g) No trabajar demasiado a prisa, esto podria ocasionar errores. Si se planea
apropiadamente no se debe tener necesidad de apresurarse.

h) Registrar las observaciones, datos y detalles inusuales claramente de acuerdo con

las recomendaciones en la seccion de reportes.
2.3 DESPUES DEL ANALISIS

Algunos puntos que debe incluir la lista son:

a) Usando los datos recopilados, hacer los cdlculos pertinentes, buscar errores
comparar si se obtuvieron los resultados esperados o no.

b) Revisa las transcripciones y caleulos principalmente si las hizo alguna otra persona.
Esto puede ser necesario si estas en un grupo de analisis o trabajas con otra persona.

c) las muestras deben ser retenidas hasta que el reporte haya sido hecho
satisfactoriamente. Las muestras pueden ser retenidas por un periodo de tiempo
largo.

d) El érea de laboratorio usada para el trabajo debe ser completamente limpiada y los

reactivos y materiales deben ser guardados.
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2.4 REPORTE

Una vez que han sido producidos los resultados y de haberles hecho alguna manipulacion
serd necesario tenerlos listos para presentarlos al cliente o persona adecuada. Al reportar el
analista puede tener una gran cantidad de informacion, pero este debe procesarla para
obtener un resultado final. Todos los calculos, correcciones en curvas de calibracion etc,
deberan ser procesados para obtener informacion especifica. Es importante que alguna
persona diferente del analista revise otra vez los célculos v los datos y asi finalmente los
resultados deben ser expresados de la forma correcta ya sea con niimeros o graficos.

Aqui se debe tener extremo cuidado de no tener errores en los datos. Si se tienen errores al
hacer el reporte puede traer consecuencias graves. Los cadlculos y proceso de reporte se
hacen facilmente si los datos estan ordenados de manera clara.

Lo esencial de un buen reporte es que provea la informacion claramente y sin
ambigiledades en una forma en la cual este disponible para el cliente. Un obvio

requerimiento es que satisfaga los requerimientos del cliente.
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GUIAS DOCUMENTADAS Y PROCEDIMIENTOS ESCRITOS.

Lo mismo que con la fabricacion, la funcién de control debe organizarse alrededor de
procedimientos escri'tos, técnicamente validados, fechados y debidamente aprobados a fin
de garantizar la calidad e integridad de los datos obtenidos en el curso de un estudio. Estos
procedimientos de operacion no se fijan en el tiempo y se adaptan a la evolucion de los
conocimientos. Sin embargo no hay que olvidar que cuando se modifica cualquier

procedimiento, €l documento anulado debe archivarse.

Puede tratarse de procedimientos mas generales para realizar una operacién, El
procedimiento describe la lista y la cronologia de las actas previstas para esta operacién.

En lo que se refiere al equipo las indicaciones siguientes se aplican tanto a material de
laboratorio como al material de fabricacion.

Los aparatos de medicion deben aprobarse cuando se reciben en el servicio para verificar su
capacidad de functonamiento. Deben inspeccionarse, limpiarse, mantenerse, verificarse
periddica y convenientemente de acuerdo con los procedimientbs escritos. Asi es
indispensable verificar a diario la exactitud de una balanza o la de un medidor de pH o
verificar un osmometro cada vez que se va a utilizar, Cuando existen contratos de
mantenimiento con empresas exteriores es necesario archivar los contratos y confirmar que
se lieven acabo convenientemente.

El laboratorioc debe emitir boletines que recapitulan los resultados de analisis que
constituyen la segunda parte de un expediente. En el caso de un archivo de papel, los dos
documentos mas importantes son el cuaderno de laboratorio del técnico con los registros
(espectros, cromatogramas, etc) y el boletin de analisis donde se registran los resultados de
los analisis. Cabe seflalar que umn archive informatico es perfectamente aceptable. Se

aconseja conservar los archivos diez afios.!'®



Capitulo 3 Guias Documentadas y Procedimientos Escritos

3.1 FICHAS TECNICAS PARA EL ANALISIS DE UN PRODUCTO.

Las fichas técnicas son documentos que especifican todo el procedimiento a seguir por el
técnico para ¢l andlisis de un producto. Estas fichas deben contener la mayor cantidad de
informacidn sobre el producte a analizar desde propiedades fisicas, quimicas,
procedimiento general de analisis cuantitatiQo y cualitative si asi lo requiere, todos los

reactivos necesarios.

3.2 PROTOCOLOS PARA LA REDACCION Y VALIDACION DE BOLETINES
DE ANALISIS QUIMICO.

Los boletines de anilisis son documentos que contienen un reporte general de los resultados
obtenidos durante el analisis de un producto. Es muy importante que se tenga un conirol
estricto de todos los resultados y reportes obtenidos para poder realizar un boletin de
analisis. A continuacion se muestra una metodologia para la redaccion y validacion de los

boletines %

3.2.1 REDACCION DE UN BOLETIN DE ANALISIS

1) Los quimicos del laboratorio son los encargados de redactar los boletines de
andlisis.
2} Se redactan y luege mecanografian (en hoja blanca) siguiendo un formato bien
establecido.
3) Rubrica producto: anotar la denominacion de la materia prima o del producto. En
caso de una materia prima escribir a lado de su nombre la mencién “materia prima”
4) En el caso de producto terminado, anotar:
a) Denominacion.
b) Caracteristicas
¢) Componentes
d) Pruebas

10
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¢) Cantidades

5) Columna normas de referencia

a) respectivas paginas.

b) Para las especificaciones, pruebas y cantidades, anotar como referencia las
normas cifradas, limites de coloracion etc.

'¢) Cuando una norma no esta determinada, anotar en curso de determinacion

d) SiEn esta columna se registran las normas de la ficha técnica

e) Para la especificacion etiquetas: anotar archivos de referencia junto con sus
hay suficiente espacio, anotar el valor tedrico de esta columna. De otra
manera los valores tedricos pueden anotarse en la columna especificaciones

6) Columna RESULTADOS

a) Esta columna la llena la persona que hace los analisis.

b) Para facilitar el registro de los resultados, poner una linea de puntos frente a
cada especificacion.

c) Frente a las rubricas cantidades anotar las unidades asentadas en las fichas
técnicas ( por ejemplo mg/L } 0 en % para los resultados que se expresan en
porcentaje en relacion al valor tedrico.

7) Rubrica edicion: asentar el numero de edicion del boletin de analisis. Cuando el
boletin se redacta por primera vez de acuerdo con este procedimiento anotar edicion
mumero 1, cuando el boletin se redacta por enésima vez con este procedimiento se
anota edicion No n.

8) A cada boletin de analisis corresponde una ficha técnica validada segin los
procedimientos escritos, Se debe anotar el numero de ficha técnica,

9) Rubrica asentado, anotar la fecha en que se mecanografié el boletin de analisis.

10) Las rubricas orden, numero de lote y de control, fecha. Conclusién, visto bueno se

llenan después del andlisis.

3.2.2 VALIDACION DE UN BOLETIN DE ANALISIS

1) Después de haberlo redactado, mecanografiado y de que lo corrija su redactor, el

boletin de analisis (hoja blanca) se somete para su control al quimico de validacion.

11
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2) En comparacién con la ficha técnica, este puede solicitar modificaciones o
precisiones. En este caso se vuelve a mecanografiar el boletin de analisis.

3) Cuando todas las personas que intervienen (ingeniero quimico, quimico) aprueban
el mismo modelo, el boletin de analisis se fotocopia o imprime:

a. enhoja anaranjada (un ejemplar)
b. en hojas blancas (una decena de ejemplares)

4) En la hoja anaranjada se anota la fecha y la firman las diversas personas que
intervinieron (fecha y firma originales)

5) La decena de ejemplares no se firma: dos hojas se colocan con la hoja anaranjada
firmada en una carpeta de plastico, todo se archiva en las fichas técnicas ordex
situadas en la oficina. Las demds hojas se colocan en la carpeta ficha técnica.

6) En ese momento termina la validacion

7) En caso de un boletin valido que necesita mecanografiarse de nuevo:

a. corregir el numero de la edicion

b. hacer validar de nuevo el boletin
3.2 DOCUMENTOS ESCRITOS SEGUN LA AOAC INTERNATIONAL

La AOAC (Association of Official Analytical Chemists (UUSA)) Es un organismo normativo
dedicado a la excelencia en el desarrollo y validacion de métodos analiticos.

La documentacién es la evidencia inicialmente escrita o impresa ahora frecuentemente
guardada en base de datos que suministra las pruebas que declaramos son correctas o que el
trabajo fue hecho axactamnete como se dijo. El mas cuidadoso de los analisis puede ser
invalidado si el trabajo analitico y los resultados obtenidos no estan propiamente
documentados. El grado de documentacion requerida depende de el tipo de trabajo
realizado siendo concordante con las necesidades del cliente. Una vez que se ha decidido
al respecto, se organiza la informacién de manera correcta,

Los siguientes ejemplos son parte de la informacion que se debe incluir en la
documentacion de! laboratorio. Esta es-una apreciaciéon global de la documentacion que
debe tener un laboratorio especifico.

- Un manual de calidad que detalle el programa de calidad del laboratorio.

12
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El procedimiento escrito actual, aprobado para cada actividad del laboratorio desde
el recibo de la muestra hasta el reporte de los resultados analiticos. Los
procedimientos cubren un rango de topicos tales como métodos analiticos,
instrumentacién calibracidn y mantenimiento, control de calidad, seguridad e
higiene, mantenimiento y limpieza de materiai de vidrio etc.

La docomentacion demuestra la habilidad de realizar satisfactoriamente cada
método usado en el laboratorio. Esto incluye compendios de métodos tales como los
de la Oficial Methods of Analysis of ACAC INTERNATIONAL, la USP y el Food
Chemicals Codex. Y el correspondiente compendio oficial que ha side autorizado
por las leyes nacionales. Los compendios desarrollados en el laboratorio requieren
un alto nivel de verificacién, pero si se cuenta con una documentacién de validacion
completa estos métodos se pueden aplicar sin mayor problema,

Se requiere documentacion que demuestre la realizacidén de chequeos, calibracion y
rutinas de mantenimiento de cada instrumento usado en el laboratorio.

Documentos de la-validacién y aprobacion de hojas de calculo generadas por
computadora usadas en los céleulos de los resultados analiticos.

Documentacién de estandares de calibracion disponibles en fuentes reconocidas.
Documentacion de la recepcion v almacén de cada muestra incluyendo condiciones
especiales de almacenamiento (como temperatura, humedad, tiempo etc.) debido a
que estas condiciones pueden ser criticas para la estabilidad de la muestra
Documentos de alguna desviacién de los procedimientos, justificando las
desviaciones en procedimientos escritos que deberan ser aprobadas.

Ir al corriente con una lista que incluya el nombre de cada persona que esta
calificada para seguir los métedos oficiales.

Registro de la experiencia vy habilidades del personal técnico. Este registro incluye
experiencia interna y externa y verificacion de su trabajo en los métodos y técnicas.
Para cada corrida analitica un registro detalla el equipo, reactivos, soluciones,
estdndares de calibracion, tiempos y temperaturas criticas, nimeros de muestra,
pesos, volumenes, condiciones cromatograficas especificaciones del instrumento

etc. Las entradas deben ser legibles y las correcciones correctamente hechas. El
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registro debe proveer suficiente informacion para permitir la repeticion satisfactoria
del analisis sobre las condiciones originales.

Un registro de la mayor cantidad de pasos del anilisis tales como: pesadas ,
digestiones de la muestra, diluciones, etc. Asi como el nombre de la persona que los
realizo.

Todas las corridas de analisis de replicas y sus controles y estindares necesitan ser
identificados y asociados con un nimero Unico de muestra en el laboratorio. Este
nimero debe aparecer en todos los documentos relacionados con la muestra

incluyendo rendimiento del instrumento y hojas de trabajo.®®
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bt CAPITULO 4

TRAMITES METODOLOGICOS EN EL ANALISIS QUIMICO

La determinacion cuantitativa y la identificacién de los componentes de un producto o
material requieren pfocedimientos analiticos muy diversos cuya eleccién no siempre es
facil. Por tanto es necesario antes de establecer o adaptar una técnica analitica mas o menos
compleja y onerosa (en tiempo y material), plantear muy bien el problema a resotvert!®),

A continuacién veremos todas las consideraciones para la eleccidon de un método de

anélisis.
4.1 ELECCION DE UN METODO DE ANALISIS
4.1.1 SEGUN PROPOSITO DEL ANALISIS

Antes de iniciar el trabajo con una muestra es necesario saber que pasara con los resultados
y que decistones se deberan tomar dependiendo de los valores numéricos obtenidos.

El proposito de un andlisis y de el uso al cual el reporte analitico o certificado se someteria.
Se puede sugerir lo siguiente:

a) preparacion de un banco de datos, figuras para establecer tendencias; por ejemplo
cambios en los residuos de pesticidas en alimentos de acuerdo con la estacion del
afio.

b) Rechazo o aceptacion de un producto quimico antes de sus uso en un producto
manufacturado.

c) Determinacién de las especificaciones de un producto; cumple o no cumple.

Se puede tener a través de un numero u otro de razones validas para realizar el anélisis. En

Ia lista anterior las consecuencias de un error en el analisis pueden ser muy fuertes.
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Rechazo o aceptacion o casos de evaluacion pueden costar (o salvar) una compahia de
perdidas econémicas dependiendo del tipo de error y de fa produccion afectada.

Ahora es necesario considerar detenidamente cuales serian las consecuencias de un trabajo
analitico pobre v como afectarian en el trabajo analitico. Se deben considerar tanto

problemas inmediatos, discusiones con la directiva del laboratorio ete.!"

4.1.2 SEGUN EL CONTEXTO DEL ANALISIS

De manera general, el analisis debe permitir, asegurar con un minimo de garantia la calidad
del producto, en un minimo de tiempo y al menor costo. No hay que olvidar que el
producto fabricado lo fue a partir de materias primas conformes ya sea con monografia
oficial (especificaciones) o un pliego de condiciones analiticas muy estrictas. En la medida
en que el control de las materias primas sea muy completo, la consecuencia logica sera que
el control de fos productos terminados sea lo mas senciilo posible y garantice la seguridad

de su uso.

4.1.3 SEGUN CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

{na vez considerado el punto anterior se eligid reunir en un mismo apartado lo que por
experiencia parece estrictamente indisociable: las caracteristicas fisicoquimicas de lo que se
quiere analizar y las caracteristicas fisicoquimicas de! vehiculo asociado.
La eleccion de el método de andlisis indiscutiblemente esta definida por sus propiedades
debido a esto mencionaremos algunas de estas a continuacion:

- Caracteristicas acido-base.

- Propiedades de absorcion de radiacion electromagnética.

- Propiedades oxido-redox.

- Propiedades fisicas (punto de fusion, ebullicion indice de refraccidon densidad etc.)
La eleccion correcta de un método de analisis involucra una gran cantidad de factores desde
la disponibilidad de material y equipo, las propiedades fisicoquimicas de las muestras y el
costo que es muy importante cuando se trata de minimizar costos. Obviamente las técnicas

instrumentales de analisis son las mas costosas a corto plazo, pero se podria pensar a futuro,
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talvez invertir en un equipo caro realmente resulte redituable & largo plazo debido a que si
comparamos un método de andlisis volumétrico por ejemplo que es mas tardado, involucra
gasto de reactivo en concentraciones apreciables y un espectrofotometrico requiere menos
tiempo de analisis se manejan concentraciones mas bajas, solo se tiene que hacer una curva
de valoracion vy leer todas las muestras en serie. Todo es cuestion de analizar bien los
métodos disponibles y ver cual es el mas adecuado. %

Y los factores mas importantes que debemos considerar que son los que trataremos a

fondo en este trabajo son los parametros de confiabilidad.

4.2 FUENTES DE METODOS DE ANALISIS QUIMICO

Como va vimos los métodos analiticos pueden ser a)cualitativos o b)cuantitativos. El
primero usualmente no posee tanto problema debido a que cominmente solo se requiere
conocer la presencia de un analito en particular y no implica parametros estadisticos,
unicamente hay que elegir un método lo suficientemente sensible para poder detectarlo. Por
otro lado los métodos cuantitativos son usados en una gran cantidad de situaciones y con
una gran variedad de métodos que pueden ser usados. Lo que se debe recordar siempre es
que el método usado debe estar disponible siempre.
La quimica analitica es una ciencia tanto tedrica como practica y es utilizada en un gran
numero de laboratorios de diversas formas. Los métodos de anélisis son rutinariamente
desarroflados, optimizados, validados, colaborativamente estudiados y aplicados. Existen
grandes compilaciones de métodos como la USP (T/.S. Pharmacopeia), EPA Handbook Of
Methods for Environmental Pollutants, the Oficial Methods of Andlisis (Association of
QOfficial Analytical Chemists AOAC) y otras. Técnicas instrumentales son desarrolladas por
laboratorios industriales v clinicos para reunir requerimientos regulatorios. Ei hecho es que
los quimicos practican la quimica analitica de una forma u otra mas que cualquier otra area
de ta quimica %
Un gran numero de métodos analiticos disponibles que entran en diferentes categorias, se
encuentran en las siguientes fuentes:

a) Métodos desarrollados en ef mismo laboratorio para satisfacer las necestdades

propias.
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b) Métodos disponibles en la literatura cientifica, por ejemplo la Andiisis Journal
AQAC International, Journal of the Association of Public Analysts, Journal of
Cromatography.

¢) Métodos suministrados por organizaciones de marca.

d) Meétodos publicados en libros por organizaciones profesionales; por ejemplo 7he
Roval  Society of Chemistry (Analytical Methods Committee), Association of
Official Analytical Chemists (USA)

e} Métodos de organizaciones de estandarizacién, por ejemplo (UK) BSL
{International) ISO; (Europe) CEN; (USA) ASTM etc.

Probablémente los métodos con mayor grado de validez son los primeros en la lista, aunque
todos los demas fueron desarrollados a base de una gran cantidad de estudios colaborativos.
En el campo del analisis de trazas donde los analistas estan intentando determinar muy
bajos niveles de analitos (ppm, ppb, mg/kg, pg/kg) en matrices muy complejas por ejemplo
en alimentos producto de cultivos es frecuentemente necesario examinar un largo numero
de muestras usando métodos que pueden tomar desde unos minutos hasta una semana
completa. Los métodos muy rapidos son usados para eliminar la mayoria de las muestras
que contienen analitos no detectables para que lz mayoria de los recursos se dediquen a

muestras mas complejas y que requieran material instrumental caro.""
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CAPITULO S

DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE UN METODO DE ANALISIS QUIMICO
5.1 METODOS Y TECNICAS

El método es un procedimiento planeado que se sigue en la actividad cientifica para
descubrir las formas de existencia de los procesos, distinguir las fases de su desarrollo,
desentrafiar sus enlaces internos y externos, esclarecer sus interacciones con otros procesos,
generalizar y profundizar los conocimientos adquiridos de este modo, demostrarlos luego
con rigor racional y conseguir después su comprobacion en el experimento y con la técnica
de su aplicacion.

En conclusion una método es un conjunto de reglas que sefialan el procedimiento para
llevar a cabo una actividad "

Una técnica es un procedimiento o un conjunto de procedimientos regulado y provisto de

una determinada eficacia 2

5.2 DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO.

Actualmente el desén’o]lo de un método se basa en uno que se encuentra en la literatura, en
el cual puede ser que usen la misma instrumnentacién o condiciones parecidas.
El desarrollo de un método usualmente requiere, seleccionar fos requerimientos del método
y decidir que tipo de instrumentacion se requerird y porque. La etapa de desarroilo implica
tormar varias decisiones sobre el equipo, reactivos y accesorios que se usaran.
Pero porque desarrollar un método nuevo. Existen muchas razones para hacerlo:

- Puede no existir un método para un determinado analito en alguna muestra.

- Los métodos existentes pueden no ser satisfactorios o no cumplir con los

parametros de confiabilidad requeridos.
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- Existen métodos que pueden ser caros, consumir mucho tiempo, energia, o pueden
no ser eficientemente automatizados.

- Existen métodos que pueden no proveer una adecuada sensibilidad o selectividad.

- Pueden surgir nuevos equipos que provean mejores condiciones de analisis,

- Puede ser necesario un método alternativo para confirmar los datos analiticos

originalmente obtenidos por tos métodos existentes.

Después de que la instrumentaciéon ba sido seleccionada de acuerdo con lo anterior, es
importante determinar los parimetros del analito de interés. Sera necesario considerar las
propiedades del (los) analito (s) y establecer el rango de posibles valores a obtener.

Hacer una bisqueda bibliografica de constantes termodindmicas, propiedades fisicas y
quimicas, etc. Revisar si existen estdndares, si se ha reportado algin método para ese
analito en especial etc.

Hacer disefio de modelos quimicos & partir de las constantes encontradas vy establecer
condiciones optimas, del método. (p.g. cuantitatividad de la reaccion, condiciones optimas

de separacion etc.)
5.3 OPTIMIZACION DE UN METODO ANALITICO.

La optimizacion se refiere a el mejoramiento de las condiciones en las cuales se habia
estado realizando un método, e involucra maximizacion en términos de mejorar
rendimiento, resolucion, tiempo de realizacion, reduccion de pasos, mejoramiento de
limites de cuantificacion y en general mejoramiento de los parametros de confiabilidad.

Los resultados obtenidos durante la optimizacion deberan ser evaluados, esta evaluacion
puede revelar que se requiere desarrollo y optimizacion de algunos otros métodos.

La optimizacion puede seguir cada uno de los dos procedimientos siguientes. 1) manual 2)
computarizado.

'El procedimiento manual involucra una variable experimental a un tiempo , manteniendo a
las demas variables constantes v registrando los cambios de la primera. Estas variables
pueden inchuir velocidad de flujo de fase mévil, composicion de la fase, temperatura,

longitud de onda, pH etc. Este invariable acercamiento a la optimizacién del sistema es
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lento, consume tiempo y es caro. Sin embargo este puede proveer un mejor entendimiento

de los principios y teorias involucrados y las interacciones de las variables.

E! segundo método aprovecha el desarrollo de técnicas automatizadas, en donde la

eficiencia es optimizada mientras los datos de entrada son minimizados.

(Pero como sabe el analista que el método ha sido realmente optimizado y esta listo para

ser usado? , pues bien debe considerar los siguientes criterios:

p.g. Sila resolucion cromatografica es adecuada.

Para mas muestras, si los limites de deteccion son bajos por lo menos en el orden
de magnitud que se necesita.

Las graficas de calibracion son lineales en varios ordenes de magnitud empezando
con los limites de cuantificacion.

La preparacion de la muestra antes del analisis €s en un minimo de pasos.

Las interferencias son minimizadas e identificadas .

Los datos emitidos por la computadora pueden ser impresos, trasladados,
manipulados y almacenados de varias formas. Si el software permite hacer todo
esto.

Se cumple con todos los parametros de confiabilidad como precision, exactitud
linealidad, rango etc.

Se minimizo el costo por analisis.
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Tomswes_CAPITULO 6
VALIDACION PE METODOS ANALITICOS

6.1 ANTECEDENTES

Los requerimientos de los laboratorios para el uso de métodos de analisis completamente
validados son muy importantes ahora en muchos sectores de analisis. Los medios de
validacion total exigen evaluacion por medio de estudios colaborativos (interlaboratorios).
La importancia de esos requerimientos es descrita por que cada vez mas quimicos analiticos
requieren justificar sus opciones de métodos claramente. En conjunto los requerimientos y
procedimientos que pueden ser usados para obtener métodos que hallan sido validados en el
laboratorio (in-house) o a través de una validacion completa a través de grupos
colaborativos son también descritos por diferentes organismos normativos.®?

Calidad es una nocidn relativa adecuada o inadecuada en términos de magnitud, en los
cuales un producto, proceso o servicio reline los requerimientos especificados de antemano
por un cliente. El principal producto de un laboratorio de quimica analitica es la
informacién acerca de la composicion quimica de sistemas materiales, usualmente en
términos de identidad o cantidad o de uno o mas componentes relevantes en muestras
tomadas de esos materiales.

La calidad de la informacion cientifica en general es evaluada por estindares
internacionalmente aceptados de objetividad, integridad y reproducibilidad, en algunos
casos antes de su publicacién. La validacién de métodos analiticos es un paso esencial en el
proceso integral de aseguramiento de calidad y control de calidad de mediciones guimicas
en sisternas materiales.®

La AQAC INTERNATIONAL es la unica organizacion cientifica no lucrativa que tiene
como proposito esencial servir a ias necesidades de la industria gubernamental y

laboratorios académicos con métodos analiticos y sistemas de calidad en las mediciones. El
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prbgrama AQAC OFICIAL METHODS, es designado para proveer métodos de andlisis con
conocidas caracteristicas como exactitud, precision, sensibilidad, rango, especificidad,
limites de medicion y atributos similares. Un prerrequisito de la adopceion de la AOAC es la
validacion a través de un estudio colaborative inter laboratorio en laboratorios
independientes sobre condiciones estandares. Tales métodos validados pueden entonces ser
usados por organizaciones gubernamentales y académicas con un alto grado de
confiabilidad.”

Ahora se analizaran los parametros a considerar para la validacidn de un método
analitico, mas adelante veremos quienes y como lo hacen, revisaremos diferentes
protocolos de organizaciones normativas y veremos como se desarrolla el programa

completo de validacién.
6.2 ERRORES EN EL ANALISIS QUIMICO.

Una vez que aceptamos que los analisis guimicos juegan un papel predominante en
cualquier laboratorio analitico, debemos aceptar también que los errores que aparezcan en
tales estudios son de gran importancia. Nuestro principic guia sera que no existen
resultados cuantitativos validos st no van acompafiados de alguna estimacion de los errores
inherentes a ellos. '

Los cientificos experimentales hacen una distincion entre tres tipos de errores:

Crasos: son errores tan graves que no queda otra alternativa mas que abandonar el
experimento y empezar de nuevo. {p.g. caida o derramamiento accidental de una muestra)
Aleatorios: estos provocan que los resultados individuales caigan a ambos lados del valor
medio o convencionalmente verdadero, Tales errores afectan la precision y la
reproducibilidad.

Sistematicos. provocan que todos los resultados sean erréneos en el mismo sentido. (muy
altos o muy bajos respecto al valor verdadero. Estos errores afectan a la exactitud, es decir

al valor verdadero.®
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6.2.1 DISTRIBUCION DE ERRORES.

Aunque la desviacién estandar proporciona una medida de la dispersion de un conjunto de
datos alrededor de un valor medio, no indica la forma en que estian distribuidos los
resultados. Para aclarar esto se puede utilizar un histograma de una serie de datos como el

que se muestra en la figura 6.1

Y

o) » Og

U
Figura 6.1
Tales mediciones presentan solo valores discretos, debido a las limitaciones del método de
medicién. En teoria podria haber valores de tal manera que se describiera Ia forma de la
poblacion de la que se extrajo la muestra, la que seria unaz curva continua. El modelo
matematico que se utiliza es Ia distribucién normal o Gaussiana descrita por la siguiente
ecuacion. Y graficada en las curvas de 1a figura anterior.

e(—(x—,u)f.’laz)
G ;¥ 6D

La madia X nos proporciona una estimacién de g, de manera similar la poblacion tiene
una desviacion estandar simbolizada por o que es un valor estimado a partir de S.

Un andlisis poco mas detallado demuestra que cualesquiera que sean los valores de u y
o aproximadamente el 68% de los valores de la poblacion caen dentro de *lo de la
media, cerca del 95% se ubican dentro de +2¢ y casi el 99.7% se encuentran dentro de
130 de la media. _

Aunque no se pueda demostrar que las mediciones repetidas de cualquier cantidad analitica
siempre van a estar distribuidas normalmente, las pruebas indican que por lo general esta

hipétests esta al menos muy cerca de la verdad.
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6.2.2 LIMITES DE CONFIANZA DE LA MEDIA.

Ya que conocemos la forma de la distribucion muestral de la media, podemos regresar al
problema de utilizar una muestra para definir el intervalo dentro del cual podamos suponer
de manera razonable que se encuentra el valor verdadero. Para esto se supone que no
existen errores sistematicos. Este intervalo se conoce como intervalo de confianza y los
valores extremos de dicho intervalo se llaman limites de confianza. El término confianza
implica que podemos afirmar con un grado de confianza dado, es decir con una cierta
probabilidad que el intervalo de confianza si incluye al valor verdadero. Por supuesto el
tamafio del intervalo de confianza dependera de la certeza que queramos tener de que se
incluya el valor verdadero; cuanto mas grande sea la certeza, mas grande es el intervalo
requerido.

Cuando el tamafio de muestra se bace mas pequefio, la incertidumbre al utilizar S para

estimar ¢ aumenta. Por ejemplo al calcular los limites c¢on un intervalo de confianza al

95% en ves de usar = x*+2.97(c/ Jn_) usaremos g4 = x+ (S /‘/rT) donde el valor de t
depende tanto de (n-1) grados de libertad como del grado de confianza requerido. Tal valor

se encuentra en tablas.

i T 1
x-29%at fm) Y x+2.9%ci f)
Figura 6.2
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6.2.3 PRUEBAS DE SIGNIFICACION

Una de las propiedades mas importantes de un método analitico es que se encuentre libre de
errores sistematicos, es decir el valor dado para la cantidad de analito deberia ser el valor
verdadero. Esta propiedad se puede comprobar al aplicar el método a una muestra estandar
que contenga una cantidad conocida de analito, sin embargo los errores aleatorios no
permiten que la cantidad medida sea exactamente igual a la cantidad conocida, incluso
aunque no hubiera error sisteméatico. Para decidir si la diferencta entre la cantidad medida y
la cantidad conocida se puede justificar por estos errores aleatorios puede aplicarse una
prueba estadistica que se denomina prueba de significacion. Esta aproximacion prueba si
son significativas las diferencias entre los dos resultados o si se pueden justificar solo por
variaciones aleatorias.

Al realizar una prueba de significacion comprobamos la veracidad de una hipétesis
denominada hipbtesis nula. Adoptamos como hipotesis nula aguella mediante la cual un
método no se encuentra sujeto a errores sistematicos. El termino nulo se utiliza para indicar
que no hay mas diferencia entre lo observado y el valor conocido que la que puede
atribuirse a la variacion aleatoria.

Suponiendo que esta hipotesis nula es verdadera se puede utilizar Ia teoria estadistica para

calcular la probabilidad de que la diferencia observada entre la media muestral x v el valor
4 se deba solamente a un error aleatorio. Cuando mas pequefia sea la probabilidad de que
la diferencia observada ocurra por azar, menos probable serd que la hipétesis nula sea
verdadera. Por lo regular la hipdtesis nula se rechaza cuando ia probabilidad de que la
diferencia observada ocurra por azar es menor que uno de cada 20 veces es decir 0.05 0 5%
y en este caso se dice que la diferencia es significativa al nivel de 0.05 o 5%, Si utilizamos
este nivel de significancia rechazamos en promedio Ia hipétesis mila, cuando séa de hecho
verdadera, una de cada 20 veces. Para estar mas seguros de que se toma la decisidn
adecuada se utiliza un nivel de significancia mas pequefio por lo regular de 1 ¢ 0.1%. si se
acepta la hipotesis nula no significa que hayamos probado gue sea verdadera, solo que no

hemos demostrado que sea falsa.
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6.3. VALIDACION Y CRITERIOS DE CONFIABILIDAD

La validacion de un método analitico, puede definirse como un paso critico cuyo proposito
es asegurar su calidad o validez. El objetivo de la validacién no es comparar un método con
otro ya existente (método de referencia) si ne conocer mejor sus caracteristicas.

La validacidn corresponde a un estudio cientifico de los criterios de confiabilidad de esta
técnica, estos criterios corresponden a: la exactitud, precision, sensibilidad, limite de
deteccidn, especificidad, selectividad, y linealidad. ‘
Estos criterios son especificos de una técnica en condiciones definidas, ia apreciacion de las
cualidades del método se define en relacion a una molécula, un método y un equipo dado.

En el siguiente punto observaremos como se pueden utilizar estos conceptos para realizar

algunas pruebas estadisticas.
6.4 EXACTITUD Y PRESICION

6.4.1 EXACTITUD

Aproximacion al valor verdadero

El valor verdadero que se trata de obtener al realizar una determinacién analitica, es una
nocion ideal que imposibilita su conocimiento exacto.

Se puede aproximar al valor real mediante una distribucion de valores. Hsta aproximacion
depende de los medios utilizados y el observador o analista.

Dicha distribucién obtenida en condiciones especiales por el método considerado el mas
exacto, teniendo en cuenta los conocimientos analiticos actuales, ofrece la mejor
aproximacién al valor real. Este método llamado “método convencionalmente exacto” |
debe usarse en condiciones técnicas bien definidas y constantes para estimar vn valor
convencionalmente verdadero.

En todos los casos es importante fijar las convenciones (métodos y condiciones de
operacidn que sirven para establecer un valor convencionalmente verdadero.)

Por otra parte no hay que confundir el valor convencionalmente verdadero, con un valer
blanco. Establecido por un grupe de expertos o especialistas, con un método cuya exactitud

se ha evaluado.
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Este valor llamado “valor de referencia de exactitud” de un método (que no necesariamente
se considera el mas exacto) permite expresar la exactitud relativa de un método por
referencia a los resultados de los laboratorios expertos.

Sin embargo, actualmente no existen métodos “convencionalmente exactos” ni técnicas de
referencia en lo que se refiere a andlisis cuantitativo.

En consecuencia es imposible basarse en un valor convencionalmente verdadero para

juzgar la exactitud de una técnica analitica.

6.4.2 EVALUACION DE LA EXACTITUD

En funcion de o expuesto esta prueba se destina a estimar la exactitud del método descrito
en relacion & un método considerado exacto.
La exactitud representa la cualidad de concordancia entre el valor medido v el valor
verdadero o convencionaimente verdadero.
La inexactiud se expresa por la diferencia entre una serie de mediciones repetidas y el
valor verdadero o convencionalmente verdadero.
Lz exactitud se determina ficilmente cuando (caso ideal):

- Se dispone de patrones cuyo valor convencionalmente verdadero se conoce.

- La precisién del método es tal que la amplitud de los errores fortuitos no interfiere

con la medicién de la exactitud.

- La inexactitud relativa es constante en la zona de tos valores considerados.
Los problemas surgen cuando no es posible utilizar patrones de referencia o para la
medicidn de concentraciones, disponer de soluciones patrén primarias o secundarias, cuyas
proporciones verdaderas se conozcan o determinen por meétodos analiticos considerados
exactos.
Estos problemas se dan en el ahélisis cuantitativo. Hasta ahora no existe un procedimiento
ideal para determinar la exactitud de los métodos.
Es conveniente propener procedimientos que permitan aproximarse a la exactitud de un
método. Se pueden mencionar tres procedimientos. Cada uno tiene sus ventajas y sus
inconvenientes, pero ninguno de eflos es enteramente satisfactorio.

- Comparacitn de los resultados obtenidos por varios métodos.
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Este procedimiento consiste en comparar los resultados que proporcionan las
mismas muestras mediante varios métodos, estudiarlos de manera estadistica y
critica teniendo en cuenta sus principios v decidir asi el grado de inexactitud de cada
uno de ellos. Este procedimiento puede sér muy pesado y dificil en el aspecto de las
interpretaciones. |

Utilizacién de una media general al realizar un control de calidad.

Esta media general se calcula para una muestra determinada, empleando todas las
técnicas analiticas. Se obtiene al tomar en cuenta todos los valores de los resultados
obtenidos. Esta media general se puede obtener al utilizar los datos provenientes de
un programa de control de calidad.

Algunos autores calculan esta media general prescindiendo de los valores extremos
que consideran aberrantes. Este paso no parece satisfactorio porque, un resultado
aunque sea muy distinto de los demas, no es forzosamente falso. Se puede
considerar que solo este valor es exacto y que en consecuencia todos los demas no
los son. Esto se observa mejor conforme el numero de resultados disponibles es
bajo.

La media general toma en cuenta la frecuencia de los resultados obtenidos. Sin
embargo, no hay que considerar que un resultado es exacto, aunque la mayoria de
los laboratorios obtengan este valor.

Estrictamente hablando, la media general no puede considerarse como un valor
convencionalmente verdadero.

Utilizacion de una concentracion tedrica a partir de una pesada.

La obtencién de soluciones que sirvan para el estudio de la precision se efectia de
acuerdo con las etapas siguientes:

a) Pesada de Ja materia prima.

by Preparacién de una solucion.

Estas etapas hacen pensar que la concentracion teérica obtenida con base en la
pesada no puede utilizarse como valor convencionalmente verdadero. En efecto la
etapa de la preparacion constituye una operacion que no se puede controlar en el

aspecto de su reproductbilidad. Los fenémenos de absorcion en los recipientes o de
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Ahora

disolucién no son cuantificables. En consecuencia no se puede corregir con un
factor constante el valor calculado con base a la pesada.

En conclusion ninguna de las tres proposiciones es totalmente satisfactoria. Sin
técnica analitica exacta no se puede obtener ¢l valor verdadero o convencionalmente
verdadero.

OBSERVACIONES:

Es importante determinar si la evaluacion de la exactitud depende de la
concentracion.

Solo después de asegurarse de su consistencia se puede tomar en cuenta la
inexactitud para el calculo de los resultados exactos.

El estudio de la funcidén de calibracion proporciona informacion importante sobre la
exactitud de un método.

La especificidad de un método tiene la capacidad de influir grandemente en la
exactitud de un método,

Fuera de la zona de linealidad, la exactitud decrece rapidamente. Esta también
decrece al acercarse al limite de deteccion. '

se consideraran una serie de ejemplos en los cuales se aplicaran las técnicas

estadisticas para determinar los parametros de confiabilidad.

Ejemple 6.1

Es necesario determinar la exactitud de un método cromatografico.

En un

laboratorio farmacéutico se analizaron 5 estandares de Ibuprofen con las siguientes

concentraciones: 80.0, 90.0, 100.0, 110.0 y 120.06 mg/tableta, los cuales fueron analizados

cuatro veces cada uno y se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 6.1
Tabla 6.1
r No. Cantidad % de ¥
adicionada Cantidad recuperada recobro

1 80.0 79.5 80.9 81.2 79.8 100.44 80.35
2 90.0 91.2 88.0 90.2 89.7 99.74 89.77
3 100.0 160.0 99.0 98.0 98.5 98.87 98.87
4 110.0 108.0 109.5 108.0 107.5 98.41 108.25
5 120.0 118.0 119.0 117.0 118.5 98.43 118.12
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—_— : ' o
X =99.08% {media de medias y desviacion estandar del % de recobro)

§ =0.9476%

Para calcular el % de recobro:

% recobro = (promedio cantidad recuperadax100)/cantidad adicionada.

p.g. para muestra 1 el % recobro= (80.35x100)/80 = 100.44%

Basandose en el concepto de valor medio de una serte de observaciones, muestra una
distribucion alrededor del valor medio estimado de una serie finita, entonces la media tiene
una funciéon de probabilidad cuya distribucion se asemeja a la distribucién gaussiana, es
ltamada la distribucién t de Student.

Los valores de t estan tabulados para la probabilidad de una media en particular que
pertenezca a una poblacion de medias determinadas. Para establecer si un método analitico
es exacto o no se plantea una hipdtesis nuia Ho y una hipotesis alternativa Hi,

Ho: p=ypo yo = recobro del 100%

Hi: B #po p= valorreal del %

Considerando que la prueba de la t de Student es un métedo estadistico para detectar la
diferencia entre un valor medio y un valor real con tamafic de muestra n<30,

La te. se refiere a la t de Student expresada en la signiente ecuacidn,

- ~ ,
X HO (6.2) se calcula X =99.08% que se consideraran como media y

§in 5 =0.9476%

!

cale —

desviacion estandar.
too= 99.08 - 100 - 218
0.9476y/5

Una vez obtenido el valor de t calculada ver la tabla 3 del anexo y obtener el valor de t con

un nivel de significancia del 5%, @ = 0.05 y con n-1 =4 grados de libertad. Y se obtiene el

intervalo de confianza.

s = 2.77 6 1 :gitwbﬁ__‘g_ 299.08i[w
Jn V5

] =99.08+1.1764 (6.3}
h
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Criterio de aceptacion;
tiablas(0.05/2, n-1) “teale<ttablas(1-05/2, n-1) ~2.776 < -231<2.776

Conclusion: se acepta Ho, el método es exacto.
6.4.3 COMPARACION CON UN METODO CONVENCIONALMENTE EXACTO.

Suponga que se desea determinar la exactitud de un método recientemente desarrollado que
denominaremos “método quimico™ comparandole con uno convencionalmente aceptado
como exacto, (rayos X) : para determinar si el método nuevo es exacto se deberd probar si
existe una diferencia entre el andlisis quimico y el andlisis con rayos X. Este método
permite conocer la cantidad de hierro en un material. Se emplean 5 muestras de un
compuesto con hierro. Cada muestra se parte en dos submuestras y se les aplica a ambas los
dos tipos de andlisis. Los datos codificados que indican el analisis de contenido de hierro se

muestran en la tabla 6.2

Tabla 6.2
Analisis Rayos X Quimico di di’
M Yz
1 2.0 2.2 -0.2 0.04
2 2.0 1.9 0.1 0.01
3 23 25 -0.2 0.04
4 21 23 -0.2 0.04
5 24 2.4 0.0 0.00
z -0.5 0.13

Donde di = diferencia de los dos métodos.
1. Ho: ,u, =p, 0 p—pu =0=do
2. H: m#*Eu,
3. El valor de t de tablas para 5-1=4 grados de libertad v un intervalo de confianza del
95% s tue=2.776.
4. Criterio de aceptacion ~2.776<1r, , <2.776
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5, d=-05/5=-01 vy S$%d=|(5)0.13)-(~0.5}(5)4) =002 Sd=0.14142

d—do -01-0
! = = =-1.6 6.4
“e T Sdidn 0.14142/45 €4

6. Conclusién: Se acepta Ho y se concluye que los métodos de analisis no son
significativamente diferentes. Por lo que et método quimico también se puede considerar

exacto.
6.4.4 PRECISION.

Representa la calidad de la concordancia entre las distintas mediciones de una misma
muestra en condiciones determinadas. Se utilizan términos especiales para designar cada
tipo de evaluacion de la precision en funcién de:

- De la distribucién de las mediciones en e} tiempo.

- Del técnico.

- De las condiciones de operaéién.
De esta manera en funcion de la secuencia de las mediciones, se distingue la repetibilidad y

la reproducibilidad.
6.4.5 EVALUACION DE LA PRECISION:

De acuerdo con las condiciones de operacion, la precision sera la medida de la repetibilidad
o0 de la reproducibilidad.
Pruebas de repetibilidad:

- Mismo técnico.

- Misma muestra

- Mismo laboratorio

- Mismo equipo y reactivos.

- Misma serie de analisis.
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Esta prueba comprende la determinacion de las diferentes expresiones de la precision a
partir de una serie de por lo menos 30 determinaciones. Si no se logran esas condiciones, la

expresion de la repetibilidad no se da o se da con reservas.
Pruebas de reproducibilidad:

Esas pruebas de reproducibilidad ofrecen al técnico diferentes expresiones de la precision
teniendo en cuenta a la vez las diferentes condiciones de realizacion del método v las

diversas definiciones del tipo de reproducibitidad.
Reproducibilidad en ¢l laboratorio:

La reproducibilidad, en un laboratorio dado, puede ser en una misma serie o entre varias
series.

Para medir la reproducibilidad dentro de una misma serie, la muestra se distribuye al asar
en diversas series de analisis, el mismo dia y se analiza con los mismos reactivos y
patrones.

La reproducibilidad entre series se determina en la misma muestra, en dias diferentes, en
series diversas, con reactivos y patrones distintos.

En todos los casos se requiere el numero minimo de 30 mediciones para garantizar una

distribucion gaussiana de los resultados.
Reproducibilidad entre laboratorios:

Las muestras se distribuyen en varios laboratorios. Cada uno de ellos los analiza
independientemente en las condiciones definidas para la repetibilidad. El numero de
laboratorios sera por lo menos de tres.
Observaciones:

- Cabe destacar que una buena precisién no necesariamente significa una buena

exactitud.
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- Parece mas interesante disponer de un método preciso e inexacto que lo contrario,
Esta observacién es valida cuando se conoce la inexactitud del método. (evaluacion
del error sistematico)

- Las muestras utilizadas deben permanecer estables y homogéneas, todo el tiempo
que duren las pruebas.

- El muestreo debe situarse en al zona de los valores determinados del método
6.4.6 PRECISION,

La precision se evalta en funcién de la repetibilidad y la reproducibilidad.

Precision = repetibilidad + reproducibilidad.

La funcidon estadistica en la que se basa esta determinacion es la varianza, esta nos da la
distribucién de los resultados obtenidos por el meétodo de analisis bajo las mismas
condiciones de trabajo. En primer lugar calculamos el parimetro %* distribucion Ji-
Cuadrada:

= [n- 12]5'2 (6.4)
o

Donde .

n = numero de mediciones de la muestra

$? = varianza de la muestra.

o =varianza poblacional y representa la variabilidad del método.

1 i(Xi—;Y_-'T
P —118%j 2 =N/
o ”m'—kz[N 1525 (6.5) S ¥ (6.6)

Donde

ni = mediciones de Iz i-esima muestra.
$% = varianza de la j-esima muestra.
K = numero de muestras.

N = mediciones totales.
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Ejemplo 6.2
Se desea determinar la repetibilidad del método cromatografico del gjemplo anterior,
Se mide la cantidad de Tbuprofen en el laboratorio con el mismo instrumento, en tres dias

con ¢l mismo analista obteniéndose los valores que se muestran en la tabla 6.3

Tabla 6.3
Lectura Dia1 Dia 2 Dia 3
1 90.1 88.0 89.8
2 S0.4 892 39.9
3 89.5 904 90.0
4 20.2 90.1 90.0
A continuacién se calculan las varianzas, las medias y la gran media.
S5 0.15 1.162 | 0.009
X j 90.05 80.42 89.925
| |
X = 89.8 considerando que:
N =12
n=

4=ni
k =3 =numero de columnas
se determinan los grados de libertad gl = (4-1)(3-1)=6

sustituyendo en ecuacion 6.5y 6.6 anteriores.

ot = %[3(0. 15)+3(1.162) +3(0.009)| = 0.4403

57 - (90.1-89,8) +(90.4—89.8) + (89.5-89.8f +...........(90 —89.8)
12

=0.4033

Hipodtesis:
Ho: la varianza poblacional es igual a 0.4403
Hi: la varianza poblacional es diferente de 0.4403

sustituyendo para obtener * =M =10.07
0.4403

El criterio de aceptacion esta dado por la siguiente relacion:
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Ylaie € %ien ahora se busca en la tabla 4 del anexo el valor de % tablas con un nivel de
significancia del 5% (c=0.05) con 6 grados de libertad y se obtiene % 2 = 12.59
Conclusion: Siguiendo el criterio anterior aceptamos la hipdtesis nula y determinamos que

el método es repetible.
6.4.7 CRITERIOS DE ACEPTACION EN ANALISIS FARMACEUTICO

El comité de elaboracidon de guias oficiales de validacién de la direccion general de control
de insumos para la salud, SSA. Los siguientes  criterios de aceptacién para diferentes

métodos analiticos.

Tabla 6.4
Método ryr CV.
Cromatograficos F>099 r¥>0098 s 470
Titrimetricos < 2%
Quimicos y <3%
espectrofotometricos < 3%
Microbiologicos <5%

Del gjemplo 6.2 obtenemos el coeficiente de variacion:

vV = (—i—]l 00 sustituyendo la ecuacion anterior CV = (g%]l 00 =0.74% 6.7)
X .

como es menor de 2% (para métodos Cromatograficos) se considera un método aceptable.
Horwitz derivo una ecuacion después de obtener aproximadamente 3000 resultados de
estudios colaborativos (interlaboratorios), tal ecuacion describe la variacion del coeficiente

de variacidn en funcidn de la concentracion (C)} de analito determinado,
CV - 2(1A0.SlogC) (6_8)

La grafica (6.1) de esta ecuacion muestra como aumenta de manera exponencial el
coeficiente de variacion, al disminuir la concentracion tomando valores de 45% para
concentraciones de 107° ppb, el coeficiente de variacion es independiente de la matriz y

analito ¢
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Grafico 6.1

6.4.8 ANALISIS DE VARIANZA Y REPRODUCIBILIDAD.

El anglisis de varianza o mas brevemente ANOVA se refiere en general a un conjunto de
situaciones experimentales y procedimientos estadisticos para el andlisis de respuestas
cuantitativas de unidades experimentales. El problema mas sencillo de ANOVA se conoce
indistintamente como ANOVA. de un solo factor de clasificacion dinica o en una direccion
donde interviene ya sea el analisis de datos a los que se hace muestreo a partir de mas de
dos poblaciones numéricas (distribuciones), o datos de experimentos en ios que se han

empleado mas de dos tratamientos.

Tabla 6.5
Medicion A Medicion B Medicién C I =numero de
X1 X1 X1 columnas.
J = numero de
renglones.
XJ XJ XJ

La caracteristica que diferencia a los tratamientos o poblaciones entre si se llama factor

bajo estudio y los tratamientos o poblaciones diferentes se conocen como niveles del factor.
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Un ¢jemplo seria un experimento para determinar los efectos de los resultados de cuatro
analistas en tres dias diferentes.

Con la reproducibilidad se determina si existe efecto por el analista, equipo, condiciones
experimentales, etc. Mediante un analisis de varianza para un factor. Si se tiene una tabla

con datos similar a la tabla 6.5 se pueden aplicar las ecuaciones de la tabla 6.6

Tabla 6.6 Formulas de computo para ANOVA

La suma total de cuadrados (SST), suma de cuadrados de tratamiento (SSTT), y la suma de

cuadrados del error (SSE) estin dados por:

SST:ii(xg—:)z =iix2ij—%_]x2.. 6.9)

=1 j=1 i=1 j=1
Ll = T 1 Sy 1/ 2
S8Tr ='Z:l:jzzl:(xl.—X) = ng 1.—4‘135 . (6.10)
I J o J I J
SSE =33 (xij-xi)® dondexi=xij y x.=3 » xij (6.11)
i=1 j=1 Jj=1 i=l =1
SST=S8STr + se (6.12)

Tabla 6.7 Valores de ANOVA

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio Fcalc.
variacion libertad cuadrados
Tratamientos I-1 SSTr MST=SSTr/l-1 - MST
@ R
Error I(J-1) SSE MSE=SSE/(j-1)
total 1J-1 8ST
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Ejemplo 6.3

Enla tabla 6.8 se muestran los resultados del analisis de 4 muestras iguales de agua de mar
en las cuales se determino la cantidad de yoduro en ppm, en diferentes laboratorios.
Demostrar con un analisis de varianza si las medidas son reproducibles.

Tabla 6.8

Laboratorio A Laboratorio B Laboratorio C I= 3 columnas
91.2 90.5 89.0 J=4 renglones
88.0 91.0 88.5

90.2 _ 902 88.7

89.7 895 892 Total

DX =x=3591 | > X=xi=3612 |> X=x.=3554 |x.=10757

i/ _Ti Xif i = Xi/ _ i<
x%_x:. 89.775 /]_xr. 90.300 /g-x:. 88.850

Hipotesis:
Ho: pl =p2 =3 (medias de cada laboratorio)
Hi: al menos dos medias son diferentes.

Criterio de aceptacion:

Zona de
aceptacion

Fooscnio

Figura 6.3
Se rechaza Ho si Feale=Foes iy Foosze = 4.26 (buscar en la tabla 5 del anexo)
Iniciamos calculando:
4
Zx’ij =(91.2)* +(88.0)" +......... (89.2)" = 96438.69

3
i=1 J;

SST = 96438.69 — 1075-%)( 4 =111492

o | TESIS CON
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=1 2 2 2]_1075.7° =
SSTr = Y [359.7 +361.2° +355.4°] %3)(4)4.3117

SSE = S8ST - SSTr = 11.1492 - 43116 = 6.8375

Valores de ANOVA gjemplo 6.3

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado medio Fealculada.
variacion | libertad | cuadrados
Tratamientos | {(I-1)=2 SSTr=4.3116 | MSTr=SSTr/(I-1)=2.1558 |  _ MST%4r o
Error I(J-1)=0 | SSE=6.8376 | MSE=SSE/I(j-1)=0.7597 28377
total IJ-1 = 11 | 8S8T=11.1492

Conclusion; como F calculada es menor que F de tablas se acepta Ho y se concluye que no

hay diferencia entre los datos de los laboratorios por lo tanto el método es reproducible.

Ejemplo 6.4

En la tabla 6.9 se muestra una serie de datos obtenidos por 4 analistas, en 3 dias a partir de

un método cromatografico. En base a los criterios anteriores determinar si el método es

reproducible. Se debe hacer un analisis de vananza de dos factores con efectos aleatorios.

Tabla 6.9
Dias Analista (I =4) Total
J=3) 1 2 3 4 renglones
1 674 67.8 68.8 70.5 274.5
2 65.8 67.5 692 69.7 2722
3 65.7 66.7 66.9 68.3 267.6
Total 198.9 202.0 204.9 208.5 814.3=x..
colummnas
HIPOTESIS:

Factor analista:

Ho: pl=p2=u3 = p4d
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Hi: al menos un par de medias (de analistas ) son diferentes.
Factor dia:

Ho: pl =u2=u3

Hi: al menos un par de medias (en dos dias) son diferentes.

Criterio de aceptacion:

Zona de
aceptacion

=005
i
Foosanian
Figura 6.4
Se rechaza Ho si  Fealc. 2F0.05,(i-1),l(1—1) i=306 4 Foosae =5.14 Foosae=4.76
Iniciamos calculando;
I ’
D> X% = (67.4) +(65.8)" +.........d (68.3)° = 55281.79
i=1 j=1
SST = 55281.79 - — (8143 = 24.75
(H3)
SSA= }/ (274.5) +(272.2)* +(267. 6)2]~——(—-)~(814 33 =6.1717
ssB = 1/[198.9) + (202 +(204.9) + (208 5] —(814 3) =16.7825
}/ (H3)

SSE =SST - (SSA +SSB) =24.75 - (6.17 + 16.7825) =1.7950 (6.13)
Valores de ANOVA del ejemaplo 6.4

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados |Fcalculada. Ftablas.

variacion libertad cuadrados medios

Factor A {I-1)=2 SSA = MSA = 10.31 5.14

Dia 6.17 3.085
Factor B (J-1)=3 SSB = MSB = 18.70 476
Analista 16.7825 5.5942
42
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Eror | (0-1)(-1)=6 | SSE = MSE =
1.795 0.2992
total D -1=11] S§T=24.75
L

Conclusién: como F calculada es mucho mayor que Ftablas se rechaza Ho y se acepta Hi y
se concluye que al menos un par de medias es diferente tanto para el factor A (Dia) como

para el factor B (Analista). Por lo tanto el método no es reproducible.

6.4.9 COMPARACIONES MULTIPLES EN ANOVA DE DOS FACTORES.

Cuando se ha rechazado Ho para el factor A (Dia) o para el factor B (Analista) se puede
utilizar el procedimiento de Tukey para identificar diferencias importantes entre los niveles 7
de factor bajo investigacion. Los pasos del analisis seran iguales para el ANOVA de un
solo factor, claro considerando solo un factor.
En este procedirmiento interviene el uso de una distribucidon de probabilidad llamada
distribucion de rango studentizado. La distribucion depende de dos parimetros, un
grado de libertad m del numerador y un grado de libertad v det denominador. Denotaremos
por (), los valores de Q aparecen en la tabla 6 del anexo. Entonces el valor de Q se
puede emplear para obtener intervalos de confianza simultineos para todas las diferencias
por pares si—uf, el grado de Libertad para el numerador es I que es el numero de
tratamientos y no I-1 como fue parala F.
1. Para comparar niveles de factor A, obtenga O, 5y, ,, seleccione & (0.05)
2. Para comparar niveles de factor B, obtenga Oy, seleccione a (0.05)
En ambos casos el subindice I identifica el numero de niveles que se comparan y el
tercer subindice se refiere al munero de grados de libertad para el error.
3. Calcule la diferencia critica w = Qm

Donde los términos de la raiz es la desviacion estandar estimada de las medidas

(6.14)

muestrales que se comparan.

Qurir1xs 1y NVMSE]J Para comparaciones del factor A {6.15)
Qurgps-yy VMSE/I Para comparaciones del factor B (6.16)
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4. Ordene las medias muéstrales en orden descendente, seleccione los pares que
difieren en menos de w vy los que difieren en un valor mayor de w.
Por ejemplo identificaremos las medias significativamente diferentes del ejemplo 6.4

1. identificaremos las diferencias importantes entre los tres dias v los cuatro analistas:

Qusse =434 y w=4344/02995/4 =1.1876 para factor A

Qusas =490 v w=490+/02995/3 =1.5482 para factor B

para el factor A (dia)

n1=68.625, p2=68.05, u3=66.9 : pl-p2 =0.575 pl-p3=1725

1t 2 - p3 = 1,15 como se puede observar el Gnico par de medias cuya diferencia es mayor de
w para el factor A es la I y la 3 lo que significa que las medidas de estos dos dias difieren
significativamente.

Para el factor B (analista)

pl= 6613, u2=67.33, u3 =68.3, u4 =69.5 si hacemos las diferencias al igual que para
el factor A y las comparamos con w (B) nos damos cuenta que el analista 1 difiere del
analista3, el analista 1 difiere del analista 4 y el analista 2 difiere del analista 4.

Ejemplo 6.5 ANOVA de dos factores (disefios factoriales)

Ahora analizaremos un experimento de dos factores donde cada factor tiene dos o mas
niveles.

Se determino la cantidad de plomo (ppm} en agua restdual, por espectroscopia de absorciéon .
atomica. La determinacién se realiza en tres diferentes laboratorios (factor A) y dos
analistas diferentes por cada laboratorio (factor B). Determine si hay variacion de los
resultados de debida a los analistas, los laboratorios y si hay interacciéon entre estos. Los
valores se muestran en Ja tabla 6.10

Prueba para los factores Ay B

Ho: No hay diferencia entre las medias de los diferentes niveles del factor A ni del factor B
Hi: Al menos dos medias del factor A y del factor B difieren.

Prueba para la interaccidon de A y B

Ho: Las variables A v B no interactian para afectar a la variable de respuesta.

Hi. Los factores A y B interactilan para afectar a la variable de respuesta.
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Tabla 6.10
Factor B Factor A (1=3)
(1=2) Laboratorio 1 Laboratoric 2 Laboratorio 3
Analista 1 0.35 0.35 0.32
(n=3) 0.34 0.36 0.30
0.36 0.37 0.32
Analista 2 0.32 0.29 0.30
(n=3) 033 0.30 0.31
0.30 0.28 0.31
Los totales son:
Factor B Factor A Total xi
Laboratorio 1 | Laboratorio 2 | Laboratorio 3
Analista 1 1,05 1.08 0.94 3.07
Analista 2 0.95 0.87 0.92 2.74
Total xi 2 195 1.86 581=x.
Medias para los 0.350 0.360 0.313 Analista 1
analistas 0317 0.290 6.307 Analista2

Criterio de aceptacton:

Se rechaza la hipotesis nula st la F calculada es mayor que la F de tablas.

AB F;).OS‘(J—I)(JvI).IJ(n—!) = Ez.us.z.lz =3.89

B Foos.gniren = Foosan =475

A ‘F(‘).OS,(IrI),HJ(n—‘I) = Fo.os,z,u =3.89
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Calculos:
3 %% = (035" +0.347 +036% +......... 0.31* = 1.8875

- 2 5.81)° _
SST——-szy—%Jn(x..) =1.8875-( %)(2)(3)—0.01216

2. 2 2 2
SSB:Zx%?q%Jn(x..)z _ (2 +195 +186) , ga53=0.0017

(2X3)
_ >/ :_(3.07°+2.74%) _
S84 = A AR —om 1.8753 = 0.0060

sn2 2 2 2
S5 - DD a5 Yy, oyt Q0T 20 1o OB) 060 g0 18753 = 000305

SSE = S8T — 8§54 — SSB — 8548 = 0.01216 — 0.0060 — 0.0017 — 0.00306 = 0.0014  (6.17)

Valores de ANOVA gjemplo 6.5

Fuente de GL Suma de Cuadrados F calculada F tablas
variacion cuadrados medios
Factor A I-1=2 SSA= MSA = A—/jﬁézzs.&l 3.89
(laboratorio) 0.0060 0.003 MSE
Factor B J-1=1 SSB=0.0017; MSB~= MSB ~14.53 4.75
(analista) 0.0017 MSE
Interaccion | (-1)(J-1)= | SSAB = MSAB= [MSAB . | 389
AB 2 0.00306 0.00153 | MSE
Eror | {n-1)=12 | Se=00014 | MSE=
0.000117
Total 17 S8T=0.01216

Conclusion: se rechaza la hipétesis nula, lo que indica que tanto los factores A y B como la
interaccion AB afectan la variable de respuesta y el método no es reproducible ni por los
analistas mi por los laboratorios. Se pueden hacer comparaciones de medias usando el

método de Tukey mostrado en el ejemplo 6.4
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Como podemos observar en la grafica 6.2 no se puede ver claramente la interaccién entre
analista v laboratorio, sin embargo debido a la tendencia de las lineas si puede haber

interaccion.

Grafica para la media del tratamiento

0.38 -
0.36 -
0.34 -
0.32

0.3
0.28

0.26 T T y
1 2 3
Laboratorio

ppm de Pb

Grafica 6.2

6.4.10 CUADRADOS LATINOS

En casos anteriores se manejaron diferentes fuentes de variacién desde un factor, dos
factores, pero cuando se manejan mas factores puede surgir un problema y es que puede
aumentar el tamafio def experimento mas all4 de los limites practicos.

Para resolver este problema se puede usar un disefio en el que cada tratamiento aparece una
vez en cada fila y una vez en cada columna y recibe el nombra de cuadrado latino. En
general un cuadrado latino es una disposicion en cuadrado de las letras A, B, C, D,.... , que

es tal que cada letra ocurre una y solo una vez en cada renglon v en cada columna.

Ejemplo 6.6

Se quiere determinar si hay variacion en los resultados de un método analitico en el cual se
determina la dureza del agua, al variar algunas condiciones experimentales como: 4
diferentes analistas, 4 diferentes laboratorios y 4 diferentes dias (A,B,C y D). Los valores

de dureza expresados en (mg/L) de Carbonato de Calcio se muestran en la tabla 6.10

¥ TESIS CON
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Tabla 6.10
Analistas Laboratorios Total xi
1 2 3 4
Analista 1 A B C D 199.4
495 50.3 50.6 490
Analista 2 B C D A 1993
49.5 50.2 50.5 49.1
Analista 3 C D A B 198.8
49.4 50.4 493 492
Analista 4 D A : B C 1996
501 495 50.1 49.9
Total xi 199 200.4 200.5 197.2 797 1=x..
Prueba de hipétesis:

Ho: No hay variacion debida a los laboratorios, analistas y a los cuatro diferentes dias.
Hi: Si hay variacion por lo menos en un pat de medias.
Criterio de aceptacion: se acepta la hipétesis nula si:
Foosir-nrxr-2) = Foos 36 = 4.76> Fealculada
r = numero de renglones = numero de columnas = 4
Calculos:
DX =(49.5"+49.5+49.9° + ... 49.9%) = 39714.63

SST = 3 x'r - I/, (x.)* =39714.63- 77 ) (ayay = 41044

2. ) 2 9. 2 i 2 ) f4
SSR:Zx%—-%z(x..)z=(1994 +199.3 :1988 +1996) _39710.5256 = 0.0869

2 2 2 2 2
S5 = 2% % A (199" +2004 +42°°'5 1972} 39710.5256 = 17869

Obtenemos los totales para A, B, C, D y obtenemos SSTr.

SS8Tr =

P +C2+C3 +C4 , _ (197.4°+199.17 + 200.67
(€ i 1y =t “9914 C+200) 397105256 = 1.4569

SSE = S§ST- (SSR+SSC+SSTr) = 4.1044- (0.0869+1,7869+1.4569) =0.7737
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Valores de ANOVA ejemplo 6.6
Fuente de GL Suma de Cuadrados F calculada F tablas
variacion cuadrados medios
Rengiones r-1=3 SSR =0.0869 | MSR=0.02897 M_‘Sﬁ ~0.22
(analistas) MSE
Columnas -1=3 SSC=1.7869 | MSC=0.5956 | MSC — 46
(laboratorios) MSE 4.76
Tratamientos -1=3 S$STr=1.4569 | MSTr=0.4856 | MSTr - 13766
(dias) SE
Esror (r-1)(r-2)=6 | SSE=0.7737 | MSE=0.12895
total 15 SST=4.1044

Conclusion: se acepta la hipdtesis nula, no hay variacion debida a los analistas, laboratorios

y tratamientos (dias). El método es reproducible.
6.5 METODOS DE CALIBRACION Y LINEALIDAD

La evaluacion de los datos se basa en la medicion de las propiedades de los componentes.
Estas propiedades mensurables se expresan en magnitudes. El resultado que suele ser una
concentracion (c), es funcién de la medida X de esta propiedad, esta relacion llamada
funcion analitica se escribe ¢=f(x)

La técnica analitica, de operar y el equipo influyen en esta funcién. Generalmente se trata
de que sea sencilla (funcion lineal) para utilizar una constante de conversién facil de
manipular. Es necesario definir los limites de linealidad de esta funcién.

Para que sea a la vez cuantitativa y no arbitraria la funcién analitica debe establecerse
mediante una serie de medidas de calibracion con muestras de composicidn conocida y
bien definida (patrones), por ejemplo en soluciones de composicién definida (soluctones de
contraste)

El procedimiento de calibraciéon proporciona valores de medida X que corresponden a los

valores ¢ de diversos patrones.
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La funcion empirica x=g{C ) se llama funcién de calibracion y su grafica, curva de
catibracion.

El conocimiento de estas funciones es util para el estudio de los resultados gque se obtienen
en medios simples comeo complejos.

Siempre que se realiza un analisis lo que se quiere es que la propiedad que se va a medir al
analito y estandar, mantenga una relacion lineal respecto a la concentracidn, puesto que es
mas facil trabajar con ecuaciones de lineas rectas que con ecuaciones cuadriticas,

logaritmicas o exponenciales. Debido a esto se analizara que es la lineafidad.
6.5.1 LINEALIDAD

Cuando nos referimos a linealidad en realidad nos estamos refiriendo a el comportamiento
de una variable dependiente (v) con respecto a una variable independiente (x) el cual debe
ser directamente proporcional, proporcionando una linea completamente recta.

El estudio de linealidad viene a ser un estudio de regresién. El método de la regresion
consiste en estudiar la relacion y su representacion mediante un modelo matemético cuando
uno de los valores no es aleatorio (%) y el téenico puede fijarlo 2 voluntad.

Esto permite verificar que la relacion entre las cantidades introducidas en el sistema de
medicion y la respuesta instrumental es una recta que debe pasar por el origen o tener una
ordenada en el origen.

En la practica se hace con ayuda del elemento en estudio, una curva de calibracion cuya
extension es variable.

Los valores experimentales (x = concentracién; valores no aleatorios fijados por el técnico -
y Y = respuesta del equipo), se registran en una grafica, que permite trazar la recta de
regresion Ia cual puede ser la curva de calibracion. Si la relacion de concentracidn vs
respuesta es una linea recta. La ecuacién de la recta es del tipo y =mx + b y se puede
calcular a partir de las ecuaciones que se muestran en el gjemplo siguiente.

El método que permite calcular la recta se liama “método de minimos cuadrados”.

El calculo de la ecuacidn de la recta puede completarse mediante el calculo del coeficiente

de correlacion r.
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Este coeficiente es el reflejo de la proporcionalidad de la relacion entre dos caracteres
cuantitativos {concentracion y respuesta).

La determinacion de r no permite por si sola verificar st la representacién concentracion-
respuesta corresponde a una recta, El caleulo de este coeficiente solo es interesante para
verificar la presencia de una relacién entre dos variables y no para definir la linealidad de

manera absoluta.

Ejemplo 6.7 _

Los ¢ datos de X vy Y que se muestran en Ia tebla 6.10 se obtuvieron de ia tabla del ejemplo
6.1

La ecvacion de la linea de tendencia de estos valores es de la forma Y = mX + b de esta

forma obtenemos los valores de m, b, ry r*.

5o XYy A> xy  (51000.0)(495.375) - (500.0)(50477.75)

D 5(51000.0) - (500.0)° =305 (6.17)
LML= ADLY _ S(SOATTIS) ~SOKA953T5) _ o oa0ne (6.18)
ny x -3 xF 5(51000.0) — (500)°
e Wy -y X3y _ 5(50477.75) — 500(495.375) — 0.9999 (6.19)
JoT -0 sy — (3 57)  AKS(51000.0)— S007XS(49963 5169) - 495 375"
r? = 0.9998
Tabla 6.10
No. Cantidad ¥
adicionada o x? ¥? Xy X-Y | X-Y)¢
X
1 80.0 80.35 6400.00 |6456.12 1642400 1-0.35 0.0%
2 90.0 89.77 8100.00 |8059.55 807975 |0.23 0.04
3 100.0 98.87 10000.00 [9776.27 0887.50 1.13 1.21
4 110.0 108.25 12100.00 [11718.06 [11907.50 {1.7% 3.24
5 120.0 118.12 14400.00 [13953.52 |14175.00 |1.88 3.61
3 500.00 495375 |51000.00 [49963.51 [50477.75 |4.64 8.19
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El valor de r es un nutnero que satisface la desigualdad:

-1<r<1l

El coeficiente de correlacion se interpreta de acuerdo con los siguientes casos:
1. Sires positivo (+), la correlacion entre las variables es positiva.

si r es negativo (-} la correlacion entre las variables es negativa.

sir =0, no existe relacion lineal entre las variables.

si r = 1 la correlacion entre las variables es maxima.

si r = -1 la correlacién entre las variables es maxima,

S s o

si r es menor de 1 o mayor de —1 la correlacion es fuerte o débil segin r se aproxime
allloa 0.

El coeficiente de determinacion es 1* y toma valores entre 0 y 1 y al multiplicarlo por 100
determina el % de datos de Y que estan determinados o que se deben a X.

En los casos en que se obtienen valores de r muy bajos sera necesario aplicar una prueba
estadistica adecuada para ver si el coeficiente de correlaciéon es realmente significativo,
considerando el numero de pares de valores usados en su calculo.

En el grfico 6.2 se la curva de este gjemplo.

130
120 4
110

70 T :
70 S0 110 130

mgltableta lbuprofen

Promedio cantidad recuperada
8

Grafica 6.2
En los casos en que se obtienen valores de r muy bajos serd necesario aplicar una prueba
estadistica adecuada para ver si el coeficiente de correlacion es realmente significativo,
considerando el numero de pares de valores usados en su calculo.
Aunque en este ejemplo se tiene un valor de r muy préximo a 1 aplicaremos la prueba,
- El método mas simple es calcular un valor de t y compararlo con otro tabulado, para esto se

plantean las siguientes hipotesis:

* TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Capitulo 6 Validacion de Métodos Analiticos

Hi: existe correlacion significativa entre variables.
Ha: no existe correlacion significativa.
Para un nivel de significancia de 5%y n-2 = 3 prados de libertad tuwp,= 3.182 (tabla 3 del

anexo)

=|r|,f(n——2)=0.9999 -2 _ 12046

{ ot ‘/(1 — rZ) ,J(]—-— 0.9998) =

Criterio de aceptacion teaic™ tibles

(6.20)

122.46>3.18

Conclusion: se acepta Hi: existe una correlacion significativa.

6.5.2 ERRORES EN LA PENDIENTE Y LA ORDENADA AL ORIGEN DE LA
RECTA DE REGRESIGN.

Ejemplo 6.8
Enla tabla 6.11 el valor de Yi es el correspondiente valor de X obtenido de la ecuacion de

la recta de regresion del ejemplo 6.7

Tabla 6.11

X Y X Yi Y - Yil (Y —Yiy
80 80.35 6400,00 80.2700 0.0800 0.0064
90 89.77 8100.00 80.4725 0.1025 0.01005
100 08.87 10000.00  |99.0750 0.2000 0.0400
110 108.25 1210000 |108.4775  |0.2275 0.0518
120 118.12 1440000 |117.8800  0.2450 0.0600
= —100 7 —o907 | 71000.00 0.850 0.1687

3 (X- X =400 + 100 + 0 + 100 + 400=1000

La recta de regresion calculada en la accién anterior se utilizara en la practica para estimar
la concentracion de las muestras problema, por interpolacion y quizas también para estimar

el limite de deteccion del meétodo. Los errores aleatorios en los valores de la pendiente y Ia
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ordenada al origer son importantes por lo que consideraremos las ecuaciones para

calcularlos.
1
pXESIRE !
‘ 0.1672)2
S, ={- = =0.2371 6.21
y' n-2 { 3 } €20
S 0.2361
Sm = y - = = 0.0075 (6.22)
__ 33 V1000
, 1z !
X 2
Sb=5,,, .,.__Z_T - 0.2361{-5-}93‘12-} =0.0239 (6.23)

Los valores anteriores se pueden utilizar para esttmar los limites de confianza para la
pendiente y ia ordenada al origen los cuales estan dados por:

mxitSm vy b+iSh donde el valor de t se obtiene para un nivel de confianza deseado
{95%) v (n-2) = 3 grados de libertad.

m=0.9402+3.18x 0.0075 = 0.9402 +0.0239 0.9163 <m £ 0.96411
b=5.0352+3.18x0.0238 =5.052 +0.0757 49738<5<5.1262

6.5.3 RANGO (INTERVALQ)

El rango de un método analitico, cominmente Hamado intervalo, esta definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles de concentracion superior e inferior del
compuesto en estudio {incluyendo estos niveles) , en el cual se ha demostrado que el
método es preciso, exacto y lineal.

Este concepto es de gran importancia no solo en anilisis quimico si no también en el
desarrollo de modelos quimicos que describen el comportamiento de un sistema. Es comun
observar en una curva de calibracion obtenida de las medidas de absorbancia en relacion a

la concentracién que cuando se manejan concentraciones muy altas la curva deja de ser
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lineal en determinado valor de concentracion, a esto se le conoce como desviaciones de ta
ley de Beer, y es un claro ejemplo de la importancia del rango del método.

El rango se puede determinar con el error estandar de regresion Syx evaluado en el punto
anterior estableciendo como limite maximo 3 veces el error respecto a la recta de regresion.
De esta forma aseguramos que solo los valores que se encuentran dentro de este limite se

consideren y los demas se descarten.

6.5.4 USO DE RECTAS DE REGRESION PARA COMPARAR METODOS
ANALITICOS

Si un quimico analitico desarrolla un método nuevo para determinar un analito concreto,
deseara validarlo (entre otras técnicas), aplicandolo a un conjunto de muestras ya
-estudiadas mediante otro procedimiento estandar o de prestigio. El interés de la
comparacion serd para identificar errores sistematicos (; proporciona el nuevo método
resultados significativamente mas altos o mas bajos que el procedimiento establecido?).
Cuando se comparan métodos a diferentes concentraciones de analito se adopta el

procedimiento siguiente,

MétedoB

h
d
/
£

—

Figura 6.5
Método A

Podemos ver en la figura 6.5 que pueden ocurrir desviaciones de la situacion ideal ( a= 0,
m = r =1) en una serie de circunstancias diferentes. En primer lugar es posible que la recta
de regresion tenga una r = 1, pero una ordenada diferente de cero o sea que un método de

analisis puede producir un resultado mas alto o mas bajo. Tal error podria ocurrir si se
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calculo erréneamente la sefial de fondo de uno de los métodos (caso b) una segunda
posibilidad es que la pendiente de la recta sea menor o mayor de 1 lo que indica que puede
darse un error sistematico en la pendiente de las graficas de calibracion individuales (caso
¢) otros posibles tipos de error sistemitico se manifiestan si la curva no es recta (caso €)
esto implicaria que el analito se encontrara en dos formas quimicas distintas en
proporciones que varian.

En la practica el analista con frecuencia desea hacer pruebas estadisticas para contrastar,
tales pruebas se realizan determinando los limites de confianza para la ordenada y la
pendiente, como vimos anteriormente. '
Es importante sefialar que no siempre los datos se comportan de manera lineal, cuando
ocurre asi es necesario linealizar con algunas operaciones logaritmicas o simplemente

ajustar a otra linea de tendencia por ejemplo exponencial, cuadratica, logaritmica ete.

6.5.5 REGRESION NO LINEAL Y LINEALIZACION.

Una vez que se ha observado que una serie de puntos de calibracion no se ajustan
satisfactoriamente a una linea recta. El analista puede transformar los datos de manera que
una relacion no lineal cambie a una lineal. Un método particularmente comin es
re;presemar logY yfo logX en vez de Y o X. Esto genera relaciones lineales de curvas
originales de la forma } = pX'? Tales transformaciones se aplican muy regularmente en los
resuitados de ciertos métodos. Es impbrtante sefialar que la transformacion puede afectar
también la naturaleza de los errores en los diferentes puntos de la grafica de calibracién.

Si una simple transformacion algebraica no puede transformar los datos er forma fineal
sera necesario ajustar a una curva no lineal y después usar esta curva para obtener la
concentracion del compuesto problema. Esto puede resultar un poco complicado. Sin
embargo si la curvatura de la grafica no es demasiado fuerte y si los puntos de calibracion
no estin demasiado separados (condiciones usualmente satisfechas en trabajos analiticos
practicos), puede usarse un método sencillo aunque aproximado en lugar de la
aproximacion compleja del ajuste de curvas. En esta forma se trata a la curva como una

serie de segmentos cortos y rectos, este método no proporciona limites de confianza para
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las concentraciones, pero su sencillez lo hace muy atractivo y los errores sistematicos son a

menudo sorprendentemente pequefios.
6.6 PATRONES DE CALIBRACION EXTERNA.

PATRONES: Los productos que entran en la composicion de los patrones y los reactivos
deben definirse exactamente y sobre todo incluir la indicacion de las referencias
comerciales o el modo de preparacién o purificacién. En la medida de lo posibie debe
conocerse su pureza. Asi el patron se titula.

CALIBRACION EXTERNA

- La calibracién es una verificacion de las medidas fisicas mediante la utilizacién de
un patrén aceptado. Debe llevarse a cabo en un medio equivalente a las muestras
analizadas pero sin la muestra. Este medio se sobrecarga con la sustancia estudiada.

- Por ejemplo para el anélisis cuantitativo de un medicamento en medio biologico no
es aceptable realizar una serie a partir de una solucton pura (acuosa o metanolica),
esta solucion difiere de la matriz biolégica.

- La calibracion externa puede concebirse con respecto a un punto o a una curva de
calibracion. Se presentan los ejemplos teéricos v practicos basados en este

principio.

6.7 CALIBRACION EXTERNA EN RELACION A UNA CURVA DE
CALIBRACION

Se requieren cinco puntos para llevar a cabo la calibracion, excluyendo el blanco.
Las concentraciones de la curva deben cubrir la zona de concentracion esperada del
compuesto analizado..
En cada calibracion debe correrse un blanco para descubrir la interferencia de otros
componentes presentes en las muestras.
Pueden distinguirse tres tipos de blancos:

~ El blanco reactivo que permite descubrir y eliminar una interferencia de los

reactivos.
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- El blanco “suero o matriz” que permite descubrir y eliminar una interferencia de los
compoenentes de la matriz.
- El blanco “reconstituido™ que permite descubrir v eliminar una interferencia de las
sustancias asociadas al producto o muestra.
Si es necesario la calibracion se realiza dos veces para mejorar la precision de la recta de
calibracion. Cualquier punto dudoso en dicha recta se debe eliminar y no se debe tomar en
cuenta ningun resultado fuera de la curva.
Los datos de calibracion o de contraste se registran primero en papel milimétrico. Este paso
permite reducir la subjetividad de la linealidad calculada por un método de regresion lineal.
Después se calcuia :
- la pendiente de Ia curva de calibracion.
- El coeficiente de correlacion (r) y ()
- Se hace el tratamiento estadistico adecuado (pruebas de significacion y limites de
confianza)

En el siguiente capitulo analizaremos todas las modalidades de curvas.
6.8 SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETECCION

A veces ¢l termino sensibilidad de un método se usa mal y su utilizacién suele confundirse
con el limite de deteccion. Conviene volver a esas definiciones e intentar explicarias.

Un método se considera sensible cuando una baja variacidn de concentracion C provoca
variacion importante en la respuesta instrumental Y este es el caso cuando la derivada dy/dc
es grande, es decir la pendiente de la recta de calibracion es grande. (involucra la condicion
de que esta sea lineal) y priede medirsele en cualquier punto de dicha recta.

De otra manera el limite de deteccion se calcula utilizando una parte del trazo cercano al
origen de la recta de calibracion.

Se define arbitrariamente como la menor concentracién o cantidad de sustancia que puede
distinguirse del valor del blanco con un intervalo de confianza fijo.

En conclusion la sensibilidad de un método no se expresa en términos de concentracion.

Por tanto difiere fundamentalmente del limite de deteccion.
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Las expresiones “sensibilidad de deteccion™ o “umbral de sensibilidad” son inexactos y

deben rechazarse.
6.8.1 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD

La sensibilidad es el cociente de la sefial medida entre el valor de la propiedad medida (agui
la concentracion)
H = dy/dc

Depende a 1a vez

- dela calidad del método

- dela calidad det instrumento de medicion
Cuando Ia funcién de calibracién es lineal, la sensibilidad es constante hasta una
concentracion determinada, Cuando esta funcion no es lineal, conviene expresar la
variacton de la sensibilidad en funcion de la concentracion fijando los limites de
concentraciones utilizables.
Es conveniente volver a precisar que el concepto de sensibilidad se puede aplicar
cualquiera que sea el valor de la concentracién y que no se limita a las concentraciones

bajas.

6.8.2 LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccion de un método es la sefial mas pequefia expresada en cantidad (o en
concentracién) que puede distinguirse con una probabilidad conocida de un blanco
realizado en las mismas condiciones.

Se calcula por medio de la desviacion estindar que expresa la precision de las mediciones
del blanco.

Para cantidades o concentraciones muy bajas es dificil saber si un valor observado para la
sefial Y se debe a la presencia de la sustancia analizada o a variaciones no controladas del
blanco (impurezas de los reactivos, errores de manipulacion, fluctuaciones de los aparatos

de medicidn, reacciones secundarias, contaminantes etc.)
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OBSERVACIONES

- Cuando un valor experimental es inferior al limite de deteccion, el resultado
obtenido no debe ser cero, debe expresarse como no medible o no detectable o
incluso inferior al limite de deteccion.

- Una buena sensibilidad instrumental no siempre significa un mejor limite de
deteccion.

- Un valor publicade de limite de deteccion siempre debe volver a considerarse. Su
valor depende estrictamente del factor instrumental, del procedimiento de las
variaciones de los blancos de una serie a otra y de las muestras (presencia de
sustancias interferentes distintas. .

Los limites de deteccion pueden ser calculados, basiandose en fa desviacion estandar (SD)
de 1a respuesta o propiedad (Y) y la pendiente de la curva de calibracion usando la siguiente

ecuacion

LD = X& +38b (6.24)

la desviacion estindar de la respuesta puede ser determinada basada en la desviacion
estandar del blanco en la desviacion estindar residual de la linea de regresidn o la
desviacién estandar de la interseccion de (Y) en la linea de regresion.

El método usado para determinar el LD debe ser documentado y soportado con un

apropiado numero de muestras que deberan ser analizadas para determinarlo.
Ejemplo 6.9

La siguiente tabla se muestra una serie de soluciones estandar de fluoresceina en un

fluorimetro, obteniéndose los siguientes valores:

Intensidad de fluorescencia. | 2.1 5.0 9.0 12.6 173 |21.0 247

Concentracion en pg/ml 0 2 4 6 8 10 iz

Mediciones del blanco 2.1 23 2.0 22 2.0 22 2.1

1a ecuacion de la recta es F = 1.93 C + 152 la desviacién estandar (Sf )del blanco
Fluorescencia es 0.1112 y la media del blanco es 2.1285. Estime el limite de deteccién para

el sistema: LD = 2,1285 + 3(0.1112) = 2 4621 = F sustituyendo en la ecuacion de la recta
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obtenemos que e | limite es 0.4881 picogramos por mililitro. Podemos ver que ¢f limite en

sefial se encuentra cerca del blanco.
6.8.3 LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion (LQ) esta definido como la mas baja concentracion de analito en
la muestra que puede ser determinada con una precision y exactitud aceptable sobre las
condiciones establecidas por el método.

Algunas veces la relacion sefial ruido en proporcion 10 a 1 es usada para determinar este
limite. Esta es una buena regla sin embargo hay que recordar el compromisc entre la
concentracion y la precision y exactitud requeridas.

Cuando el limite de cuantificacion decrece la precision y exactitud también lo hacen. Por lo
que es recomendable establecer un limite relativamente alto. Esto cominmente ya esta
establecido por el método en uso.

La ICH ( International Conference on Harmonization of Fechnical requirements for
Registration of Pharmaceutical for Human Use) establece ¢l método de la relacion 10 a 1
como acceptable. También proporciona otras opciones que se pueden usar para este fin,
como métodos visuales y calculos.

Los métodos de calculo estan basados en la desviacién estandar (SD} de la respuesta, y la

pendiente (m) de la curva de calibracion de acuerdo a la formuia

L= Xb +10Sb (6.25)
Nuevamente la desviacién estandar de la respuesta o propiedad puede ser determinada
basada en la desviacion estandar del blanco o en la desviacion estandar residual de la recta
de regresion o de la desviacion estandar de las intercepciones con (Y). Al igual que ¢l LD el
[.Q deberd ser documentade y soportado con un apropiado numero de muestras que
deberan ser analizadas para validar este limite. Es importante sefialar que la relacion sefial
ruido va a vadar-de acuerdo al equipo que se este usando (en el método debera indicar
incluso el modelo del equipo que se debera usar para, tamafio y tipo de accesorios).

Tanto el limite de deteccién como el de cuantificacién casi nunca se evalian ya que los
métodos son demasiado empiricos, sin embargo la mayoria de los equipos de analisis

instrumental ya los traen establecidos y pueden variar mucho de acuerde a los equipos.
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6.9 ROBUSTEZ Y DESIGUALDAD ( ROBUSTNESS AND RUGGEDNESS )

Desigualdad (ruggedness) de acuerdo con la USP es el grade de reproducibilidad de los
resultados obtenidos sobre una variacion de las condiciones expresada en % en relacion a la
desviacion estindar. Esas condiciones incluyen diferentes laboratorios, analistas,
instrumentos, reactivos y periodos experimentales en la guia de definiciones de la ICH no
citan este concepto, esta omisiéon es realmente un problema de semantica. En realidad la
desigualdad (ruggedness) es un valor que mide la robustez de un método. Teniendo en
cuenta que la robustez es la capacidad de un método para no afectarse por peguefias
variaciones hechas deliberadamente en los pardmetros del método.

Tales variaciones pueden ser vanacion del pH, relacion de solvente temperatura, etc. Como
documenta la ICH la robustez debe ser considerada en el desarrollo de los métodos.

La traduccion de roggudness es un tanto inexacta, en realidad se refiere a la variacion dé la
precision y exactitud de los métodos al variar ciertas condiciones. Y es una forma de medir

la robustez. Debido a esto no siempre se cita por separado y se incluye en la robustez.

Ejemplo 6. 10
Se proponen cambios en el método para extraer el principio activo (fouprofen ) en tabletas,
para esto se proponen cambios en los factores de analisis, los valores nominales son las
condiciones en las cuales se ha estado Hevando a cabo el método.
Procedimiento.
1. Escribir los factores del analisis.

- Numero de tabletas de mezclado A

- Tiempo de mezclado B

- Concentracion del buffer . C

Tiempo de extraccion D

t

- Tiempo de centrifugacion E
- Dilucién F

- Medicion de longitud de onda G
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2. Escribir en forma de columna los factores del analisis. (valores normales), las

variaciones y el factor. Las varaciones son todos los cambios que se le aran al

método.
Valores normales | Variacién  (cambios
(factor) en el método)
(nominales)
A:20 tabletas a:10 tabletas  A/a
B:15 minutos b:10 minutos  B/b
C:0.1 molar ¢:0.2 molar Clc
D:20minutos d:10 minutes  D/d
E:5 minutos ¢:3minutos Ele
F:5/50 £:2/25 Fif
G:263 g:265 Glg

3. Obtener la desviacion estandar de los valores normales Spa= 1.7 (este valor se
obtiene al realizar el método en condiciones normales, es decir a Ias condiciones de
los valores nominales.)

4. Basandonos en las combinaciones de Youden se realiza el procedimiento con las.
correspondientes variaciones. Es decir se realiza el método 8 veces como indica ia
tabla siguiente y en cada ves se imponen las condiciones propuestas en la tabla.

Tabla 6.12 Combinaciones de Youden

factor 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala Al A A A a a a A
B/b B! B b b B B b B
Clo C c C c C c C C
Did D| D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f [ F
G/G G g g G g |G G G
Resultados| s t u v w X y Z
mg/tableta | 85.7[87.28192.28 (91.28 | 90.42 | 88.57:88.4289.14
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La columna de resultados tiene todos los valores obtenidos al realizar el andlisis a la misma
muestra (en condiciones normales, columna 1 y en diferentes condiciones, como indican las
demds columnas). En principio las cantidades deberian ser iguales sin embargo no es ast y
esto se debe a las variaciones en el método.

Ahora calcularemos las diferencias entre los valores obtenidos en condiciones normales y

los obtenidos con las respectivas variaciones,

Va= V(s +1+u+v)= Y (wrx+y+2)=(4-a)=00025 (6.26)
Vo= V(s +t+w+x)= Yi@+v+y+2)=(B-b)=-22875 (6.26a)
Ve=Yi(s+utw+y)- Vit+v+x+z)=(C-c)=01375 (6.26b)
VD=%(s+t+y+z)—%(u+v+w+x)=(D—d)=—3.0025 (6.26¢)
Vi Vi(s+u+x+2)- Yy +b+wty)=(E-e)=~04275 (6.26d)
Ve Vs sviwaz)- Yt rurxry)=(F - £)=-0645 (6.26¢)
Vo= V(s +v+x+ )= Yt +utw+z)=(G-g)=-12875 (6.26f)

Los célculos anteriores son para comparar los valores normales con la variacion
propuesta, se observa que existe mayor variacion en (Vp) que es el tiempo de
extraccion y afecta en las variaciones que proponemos.

5. Calcular la 8, de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

>dh =(A-a)’ +(B-b)’ +...... (G-g)* entonces

S, = J%Zd% = \%[(—0.0025)’ +(-22875) + ... (-12875)"| = 21452 (6.27)

Criterio de aceptaci()nm: Siob < Spa 2.1452> 1.7

Conclusion: no puede ser un método estandar a las condiciones propuestas. Como se
observo el tiempo de extraccion si influye, entonces no se considera en el calculo de Ia
desviacion estandar v se vuelve a determinar S, eliminando el valor de Vp y
obteniéndose 1.46 y ahora si puede quedar como método estandar bajo las condiciones

propuestas y claro sin considerar el tiempo de extracciéon (10 min). Lo anterior indica
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gue todas las variaciones son aceptables excepto la de el tiempo de extraccion que

debera mantenerse en 20min.

6.10 CRITERIOQOS DE RECHAZO

Existen pruebas estadisticas que son capaces de confirmar un dato, aceptarlo o rechazarlo,

porque se sospecha que se encuentra fuera de la linea y para comprobarle se puede usar

alguno de los siguientes métodos.

METODO DE DIXON

Se basa en aceptar o rechazar el dato mayor ¢ menor de el conjunto,

1.
2.
3

Se ordena en forma creciente los valores.

Se selecciona el valor maximo y el valor minimo.

Se busca el valor de ty,) en la tabla 6.13 La tabla se usa tanto para el valor mas bajo
como para el mas alto,

Calcular 7, y compararla con t, con % de riesgo que se encuentra en tabla 2 del

anexo.

El criterio de aceptacion es el siguiente 7., < tio (no se rechaza el dato por

ejemplo tio)
Para el valor mas alto: se sospecha de Xn:

-X
X X) para muestras entre 3 y 7

T =
(X, - X))

Tabla 6.13 Metodo de Dixon

n t Si se sospecha de | Sise sospecha de
Xn X
3zn27 tyo o Xa )X Xr) | (X2-X))(Ka-X)
82nz10 ti K X)X X)) | - X1)Xa1-X)
1ll<n<13 ta1 (Xn-Xa2)(Xa-X2) | (Ka-X1)(XKo1-X)
14<n<25 tas (Xa-Xp2)(Xa-X3) | o-X)(Xaz-X)
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5. Corroborar si cumple con el criterio de aceptacion:

2 < tio nosrechaza el dato mas alto (por ejemplo con tyg)

e

7

Ahora para €l valor mas bajo:

calcular 7, y compararta con t, con % de riesgo que se encuentra en tabla 2 del
anexo.

El criterio de aceptacion es el siguiente 7, < t1o no se rechaza el dato (por
ejemplo ty0) ‘ |

Se sospecha de X1: r .= (Xz-X1) / (a-Xy)

Para muestras (n) entre 3 y7. obtener el valor de tig

Comprobar si cumple el criterio de aceptacidn buscar en tablas del anexo.

T < ti0 N0 se Techaza el dato mas bajo con tyo,

Ejemplo 6.11

Dada la siguiente corrida de datos.

10.45, 10.47, 10.47, 10,48, 10.49, 10.50, 10.50, 10.52, 10.53, 10.58
determinar si se descarta el valor de 10.58

_1058-10.53 _

T, = = (.454
e 7 10,58-10.47

1. Calcular 7

2. Obtener el valor de 7, con 5% de riesgo en la tabla 2 del anexo. 7,,= 0.477

3. Conclusién : no hay razén para rechazar el ultimo valor.

METODO DE GRUBBS

Se basa en rechazar o aceptar el ultimo o primer dato de las mediciones.
En las tablas de! anexo encontramos los valores del método.
El criterio de aceptacion es:

Tosie S Trpgo T.pe S€ Obtiene de la tabla 1 del anexo con un 5% de riesgo y un numero

de valores n
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Para una serie de datos X1<X2<X3<........ X 1<Xn

para el valor mas alto: 7 = X, - x% para el valor mas bajo 7 = (x- Xl% (6.28)

Ejemplo 6,12
Dada la siguiente corrida de datos:
10.45, 10.47, 10.47, 10.48, 10.49, 10,50, 10.50, 10.52, 10.53, 10.57

determinar si se descarta el ultimo valor.

1. Calcular la media y 1a desviacién estandar: X =10499 Y §=0.034

_10.57-10.498 _

2. Caleular 7, = 0.0349 2.063

3. Comparar los valores: a2 5% deriesgoyn=10 7,,, =2.176 (tabla 1 del anexq)

4. Conclusion: no hay razon para rechazar el ultimo valor.
6.11 ESPECIFICIDAD Y SELECTIVIDAD

La especificidad de un método puede influir mucho en la exactitud, Su evaluacion es dificil.
Un método es especifico, si un sistema con varios componentes, solo da una sefial para el
componente que se mide. De esta manera las interferencias de los diversos componentes
~ presentes en las muestras o en los reactivos pueden modificar la sefial emitida por dicho
componente.
Un método es selectivo, si en un sistema de numerosos componentes, proporciona una
sefial para alguno o algunos componentes, excluyendo 2 otros.
La especificidad y la selectividad se estudian mediante :

- El establecimiento de la funcion de calibracién del componente que se mide.

- El estudio de los componentes que producen la misma reaccion,

- El estudio separado de la sustancia por analizar a la que se le afiaden sustancias

interferentes.

- Influencia de diversos componentes presentes en las muestras analizadas.
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En el caso de medicamentos 0 muestras bioldgicas puede tratarse de excipientes, plasma,
SUero etc.
La comparacion de las funciones de calibracion con soluciones patrén primarias y muestras
diversas da una idea aproximada de la especificidad de un método.
Es importante comparar después la funcién de calibracién del componente que se mide con
las diversas soluciones primarias de los componentes de la muestra para medir la
especificidad v la selectividad. La fimncion de calibracion, es igual a la razon intensidad de
la sefial / concentracion. El método se considera especifico, cuando la funcién aumenta para
el tmico componente que se mide. Es selectivo, cuando el coeficiente aumenta para todos
los componentes seleccionados, excluyendo a todos los demés.
Para estudiar la especificidad, hay que examinar un gran numero de componentes, por lo
tanto el estudio es pesado y complejo. La presencia de interferencias se demuestra por el
método de sobrecargas, agregando sustancias interferentes en concentraciones diversas a la
muestra que contiene el componente.
Estas evaluaciones se hacen en lag soluciones primarias de los componentes o en mezclas
de diversas muestras para verificar las modificaciones de la funcién de calibracion.
La sobrecarga de una muestra permite calcular, mas o menos la influencia de esas
sustancias en la reaccion y la medicion,
OBSERVACION
La especificidad vy la selectividad de las pruebas deben estudiarse muy estrictamente en la
fase de creacion de un método.
La especificidad se puede controlar mediante.

- una etapa de extraccion especifica.

- Una técnica analitica ( utilizacion de una separacién cromatografica y utilizaciéon de

un detector especifico)

6.12 RENDIMIENTO DE UNA EXTRACCION

El estudio del rendimiento de la extraccion es {til para probar las diferentes etapas de un

método analitico.
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Este estudio permite evaluar las perdidas del componente que se mide durante una etapa de
extraccion o separacion. Esta etapa se debe mejorar al maximo cuando se optimiza un
método.

El rendimiento de extraccidn se estudia sobre una escala de concentracion de la sustancia
que se analiza porgue la eficacia de la extraccion puede ser funcion de la concentracion.

Este estudio se realiza en muestras de blanco sobrecargadas con cantidades crecientes y
conocidas de la sustancia.

Existen muchos modelos en quimica analitica que se pueden aplicar para poder establecer
las condiciones optimas de separacion. (estos métodos incluye el uso de diagramas de zonas

de predominio, uso de agentes extractantes ¢ intercambio de particulas, pH etc.)
6.13 COMPARACION DE ALGUNOS METODOS DE VALIDACION

REQUERIMIENTOS DE LA UNION EUROPEA.
Los requerimientos estan dados en el anexo de la directiva® y son los siguientes.

1. Los métodos de anilisis Jos cuales se consideran para adopeion de la directiva
deberin ser examinadas respecto a los siguientes criterios:

1.1 Especiﬁcidad

1.2 Exactitud

1.3 Precision; repetibilidad intra laboratorio ( dentro del laboratorio), reproducibilidad
inter laboratorio (en ¢l laboratorio y entre laboratorios).

1.4 Limite de deteccion,

1.5 Sensibilidad.

1.6 Practicabilidad y aplicabilidad en condiciones normales de laboratorio.

1.7 Otros criterios que pueden ser seleccionados como requisito.

2. La precision de valores referidos al punto 1.3 deberan ser obtenidos de un ensayo
colaborativo (colaborative trial) el cual ha sido conducido en concordancia con un
protocolo internacional reconocido en ensayos colaborativos. ( por ejemplo la
International Organisation for Standarisation Presision of test Methods ISO 5725/

1981, la repetibilidad y la reproducibilidad deberan ser expresados en formas
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estandar (e.g. intervalos de confianza al 95%, definidos por 18O 5725/1981) los
resultados del ensayo colaborativo deberan ser publicados y estar disponibles.

3. Los métodos de andlisis que son aplicables uniformemente a varios grupos de
publicaciones deberan estar dados preferentemente sobre métodos que aplican
publicaciones individuales.

4. Los métodos de analisis adoptados sobre esta directiva deberan ser en editados en

esquemas estandares para métodos de analisis recomendados por la ISO.
REQUERIMIENTOS DE LA IUPAC (EN HOUSE METHODS VALIDATION)

Los requerimientos para la validacién de un método, desarrollado en el laboratorio
segin la IUPAC son:
1 Introduccién
2 Definiciones y terminologia usada
3 Conceptos y principios generales
4 Introduccion a los nuevos, o poco familiares métodos en el mismo laboratorio,
5 Parametros requeridos:
- Aplicabilidad
- Selectividad
- Calibracion
- Exactitud
- Precision
-~ Rango
- Limite de cuantificacion
- Limite de deteccion
- Sensibilidad
- Robustez o Ruggedness
- Practicabilidad
5. Conclusiones
6. Recomendaciones

7. Referencias.
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Otro planteamipeto de la Dutch Board for Accreditation establece tres tipos de metodos
generales; metodos nuevos, estandares o modificados. Y plantea un mayor numero de
requerimientos de validacion para el primero, esto se puede observar en la figura 6.5. Y
tambien plantea otros tres metodos generales que son cualitativos, cuantitativos y para
determinacion de trazas, planieando un numero mayor de parametros en importancia para

validar un metodo de analisis de trazas de analito, tambien se puede ver en la figura.!'”

2 always ; N 3
© i relevant ; robustnass_. :
O not necessary ] specﬂ.lclty

] a,lways robn
9 not necessary _f ___spacificity |
b Jmeaitg}
.. limit of quantification
ool Imit of detection | P

" Method Lo
: qualitative (identit., copfinn.} 9:0;0|{pi0j0 |00
) ]

| quantitative, tigh concentr.tevel 1 0 L D Dt
| quantitative, low congentr.jevel !0 ‘DD im;alolofog

Figura 6.7

En recientes revisiones se discuten diferentes formas de validar metodos analiticos. Se han
identificado algunas limitaciones en diferentes métodos de validacion, tales come

insuficiciente seguimiento de la variabilidad en espacio y tiempo y discrepancias entre los

1
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criterios de validacion y se ha intentado usar el método de control regulatorio. Se ha hecho
un esfuerzo por ligar los conceptos de validacion usados en diferentes campos tales como
medicion de incertidumbres v prediccion de errores. Se debera tratar de establecer un

modelo estadistico general disponible para combinar difrentes aspectos de validacion.
6.14 SOLUCIONES ESTANDAR Y REACTIVOS DE REFERENCIA

Los reactivos son compuestos quimicos que se emplean para hacer sintesis, reacciones de
identificacion y analisis cuantitativos.
Del grado de pureza de los reactivos depende su utilizacion. La purificacion de los
reactivos es cada vez mas importante en las téenicas analiticas modernas. La eleccton de los
reactivos dependera de su uso final. La calidad en % de constitucion quimi'ca varia de 95%
para la calidad técnica a 99.9% o mas para la calidad necesaria en analisis cualitativos y
cuantitativos muy precisos. La elecciéon del reactivo debe tener en cuenta el costo con
respecto a su uso. Asi para el acido sulfirico comun para andlisis y para el acido sulfirico
de poco contenido de contaminantes (metales pesados y otros), la relacion de precio va de 1
a 18, el primero se utiliza para la sintesis y determinaciones acidimetricas comunes como
reactivo de identificacidn y el ultimo se escoge para preparar soluciones patron en
espectrofotometria de absorcion atémica.
Los reactivos se distribuyen en varias categorias y su denominacién varia segin los
proveedores.
Los reactivos del tipo técnico, se emplean en las sintesis minerales y organicas; los
productos de estas sintesis se purifican después segin protocolos especificos.
Los reactivos de calidad para andlisis tienen caracteristicas de pureza suficientes para
cumplir con las exigencias de los organismos de estandarizacidn. Los reactivos, las
soluciones patrén y las soluciones amortiguadoras se pueden revisar en muchas fuentes
tales como la farmacopea o la AOAC INTERNATIONAL 2000 ( Apéndice A: Standard
Solutions and Reference Materials), en este apéndice se muestran los métodos oficiales
para estas soluciones, por ejemplo:

- AQAC Oficial Method 942.25 Standard Solution and Materials.
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-~ ACAC Oficial Method 942.26 Standard Solutions of Ammonium and Potassium
Thiocyanate.

- AOQAC Qficial Method 939.12 Standard Solutions of Arsenius Oxide.

- AQAC QOfficial Method 964.24 Buffer Solutions for Calibration of pH equipment.

6.14.1 PRECISION Y ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES TUTULADAS,

En las paginas siguientes mostramos técnicas que permiten calibrar las soluciones tituladas
en el laboratorio. Los titulos a determinar estan sujetos a cierto error intrinseco, Este error
depende de:

- La persona que efectda el analisis.

- El instrumental de vidrio que se use.

- La pureza del reactivo que se utilice,
Al caleular la normalidad o titulo de una solucion de acido clorhidrico titulado con KHCO;
asi como la incertidumbre correspondiente:

a) calculo de la normalidad:

Vyor = 17ml incertidumbre Ay = 0.05ml

Pesada de KHCOs = 200mg  incertidumbre Am = 0.1mg

PM xncos = 100

Lanormalidades N, =— 2253 _ 500/100x17 = 0.117647
i Veaer ¥ PM 1003

b) la expresion correcta del error relativo es:
ANya Ay B 01 005 00
Nyy Pesada V,, 200 17

Por convencioén el numero de cifras significativas que se toman en cuenta para expresar el
titulo es igual a la cifra del exponente del error relativo que es el que acabamos de calcular.
En el titulo se toman cuatro cifras Ny = 0.1176
Precision: Nui=0.1176 x 208G _ 01176 x 3.44x 10° = 4 x 10*
HC

La expresion final y correcta del titulo es: N, = 0.1176£0.0004N
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6.14.2 RECOMENDACIONES PARA CALIBRAR SOLUCIONES
LECTURA DE MENISCOS

Figura 6.8

JOLUCION
SQLUCION
INCOLO A, COLORLADA

|
R

Hacer dos determinaciones sistematicamente cuando el protocolo no se describa

completamente en el método.
Respetar escrupulosamente la cantidad de muestra que se indica, ya que su disminucién
aumenta el error.
~Con el fin de disminuir el error debido al volumen, las cantidades de muestra se calculan

para obtener un volumen de reactivo gastado de:

- 8 a9 mi para una bureta de 10 ml.

- 10 a ¥4 ml para una bureta de 15 ml.

- 21 a23 ml para una de 25 ml.
Para cada calibracion se calcula el error absoluto con respecto al titulo o normalidad (AN) y
se debe comparar con la monografia correspondiente. Cuando se efectian dos
determinaciones no deben obtenerse valores diferentes de AN, de ser el caso, existe un error

de manipulacion y se deben volver a hacer las determinaciones.

CASO PARTICULAR

( Calibracién de soluciones tituladas con ayuda de una solucién patron primaria)

La calibracién de CuSO, 0.IN /1: 0.IN / SCN 0.1 N corresponde a este caso. Estas tres
soluciones se titulan con ayuda de una solucion patrén primaria que es respectivamente
EDTA 0.05M /NazS20; 0.1N / AgNO; 0.1N.

. TESIS CON
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En la precision del titulo (AN) las soluciones de yodo, tiocianato y cobre interviene la
correspondiente al titulo de la solucién patron primaria.
Por el contrario la wvariabilidad entre las dos determinaciones es independiente de la
solucion primaria que se utiliza.
Solo intervienen el error de la cantidad de muestra de la solucién patrén primaria y el de la
cantidad de muestra de la solucion titulada que sale de la bureta.
Los titulos deben expresarse con:

- 4 cifras significativas para las soluciones de concentracién mayor o igual a 0.1N :

0.10004

- 3 cifras significativas para las soluciones menores de 0.1N : 0.099
BURETAS )
Las buretas de alta precision se calibran individualmente por pesada y se entregan con un
boletin de control individual (certificado de calibracién). En el cuerpo del instrumento se
graba el numero de control del certificado de calibracién y el tiempo de escurrimiento.
Tabla 6.13 Precisiones.

Volumen Av (error absoluto)
15 em’ 0.05cm’

25 cm® 0.05 cm’

Menisco inicial (0) +

lectura final

PIPETAS.

El volumen nominal de cada pipeta s¢ determina por pesada minuciosa e individual. Sobre
la pipeta se graba un numero de matricula. Esta se acompafia de un certificado de
calibracién.

La calibracién se efectiia a una temperatura ambiente de 20°C para cada categoria de
precision escrita.

En el apéndice A de la AOAC INTERNATIONAL viene una tabla de correcciones de

volumen en soluciones acuosas para diferentes temperaturas.
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Tabla 6.14 Precisiones.

Volumen Dy (incertidumbre)
5cm’ 0.009¢m’

10 em’ 0.012cm’
20 em® 0.018cm’

La mayoria de las soluciones valoradas pueden durar hasta 3 meses 2 excepcidn de algunas,

sin embargo se tienen que estar valorando si no se usan muy periédicamente.

6.15 MUESTREO

La calidad de los datos analiticos depende estrechamente de la validacion de las muestras o
de la exactitud del procedimiento de muestreo.

Es importante hacer un muestreo para el conjunto de pruebas: se debe disponer de una
poblacién homogénea para todo el estudio (determinacion de los criterios de confiabilidad
del método). El muestreo debe situarse en la zona de los valores determinados por el

método. P

DEFINICION

Muestreo es el proceso de seleccionar un conjunto de elementos representatives de una
poblacién. Este conjunto de elementos o muestra provee informacion referente a las
caracteristicas de la poblacién. En analisis quimico nos referiremos a una muestra como un
conjunto de productos o materiales que fueron extraidos de un lote o fuente por medio de
un método especifico. Mas quimicamente podemos decir que es una parte representativa de
una matriz que puede ser compleja y que ademas esta parte tiene todas las propiedades y
caracteristicas de la matriz original.

Esta definicion indica las implicaciones que se tienen que considerar antes de tomar una
muestra o disefiar un proceso de muestreo. Esto es responsabilidad del quimico, a través de

discusiones con colegas, establecer la naturaleza real del problema.
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TEPOS DE MUESTRAS

Las muestras se pueden clasificar de acuerdo a una gran variedad de criterios por ejemplo
de acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas, o de acuerdo al plan de muestreo usado.

Nos enfocaremos mas al segundo criterio.
MUESTRAS REPRESENTATIVAS

Al hablar de representatividad nos referimos a que la muestra debe tener propiedades y
composicion caracteristicas de toda la poblacion. Pero que pasa cuando la poblacion es
homogénea y cuando es heterogénea. El primer caso no tiene ningin problema, sin
embargo el segundo si. En el segundo caso se debe establecer bien un método de extraccion
de muestra de tal manera que las caracteristicas de esta sean representativas de toda la
poblacion una forma es que los elementos de la muestra se obtengan de manera aleatoria,
para esto existen uvna gran cantidad de métodos estadisticos en los cua.lés no

profundizaremos.®"

MUESTRAS SELECTIVAS

Son muestras que fueron deliberadamente escogidas por un plan de muestreo tales muestras
presentan ciertas caracteristicas y/o se selecciona un material con ciertas caracteristicas a
esto se le puede llamar también muestreo enfocado. Pero en donde se deben tomar estas
muestras.

Tu puedes haber escogido un caso donde haya sospecha de contaminacion, En andlisis de
alimentos por ejemplo si se tiene la sospecha de adulteramiento. Otros ejemplos son

emisiones de gases o residuos peligrosos.®?

MUESTREO ALEATORIO
Una muestra seleccicnada por un proceso aleatorio elimina los prejuicios de seleccion y
provee las bases para la interpretacion estadistica de los datos. Existen tres tipos de

muestreo aleatorio que son:
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1y Muestreo aleatorio simple; todos [os elementos de la poblacion tienen la misma
posibilidad de ser escogidos.

2) Muestreo aleatorio estratificado; la poblacion es subdividida en estratos y se hace
un muestrso aleatorio simple a cada estrato,

3) Muestreo sistematico: la primera muestra es seleccionada al azar, y entonces las
siguientes muestras son seleccionadas de acuerdo a un intervalo  por ejemplo

cada 5 o 10 dias.
MUESTRAS COMPUESTAS

La composicidn de la muestra es una forma de reducir el costo de analizar un gran numero
de muestras. La composicion de la muestra consiste en dos 0 mas porciones de material
(recolectado en algin tiempo) seleccionados para que representen el material a investigar.
La proporcion de componentes tomados para hacer la muestra puede ser en términos de
volumen tiempo ¢ flujo. '

Los componentes de la muestra son tomados en proporcion del material que la representa.

Este tipo de muestra puede ser apropiada cuando se esta analizando alimentos.
CALIDAD DE LA MUESTRA

Propiedades del analito tales como volatilidad, sensibilidad a la luz, estabilidad térmica y
reactividad quimica, todas tienen que ser consideradas en la estrategia de muestreo. Estos
factores necesitan ser tomados en cuenta para asegurarse de la calidad de la muestra, para
que no se degrade antes de hacer el andlisis. El contenedor de la muestra debe ser el

adecuado para prever las situaciones anteriores.
6.16 GRAFICAS DE CONTROL.

La validez de las mediciones de rutina, puede ser evaluada y controlada por repetidos

analisis de control de muestras. Los resuftados son monitoreados en un grafico de control,
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con limites de control establecidos. Estos graficos proveen informacion sobre la estabilidad

de largos procesos o bien informacién en base a especificaciones.

Con frecuencia surge la necesidad de controlar periodicamente la fabricacion de un

producto, quizas para observar si los articulos individuales contfienen en promedio, la

cantidad correcta de una sustancia dada v para asegurar que no existe demasiada variacion,

Una forma de hacerlo es tomando pequefias muesiras a intervalos regulares.

Un diagrama de control es una grafica en la que se presentan consecutivamente los valores

de las medias muéstrales de manera que se pueda tomar cualquier accion correctora lo mas

rapido posible.

CONSTRUCCION

Comunmente se requieren por lo menos 100 muestras extraidas del proceso.
Se dividen los datos en subgrupos de 20 o 25.
Construya una tabla de tal manera que sea facil calcular la media y el rango de los
valores. Para calcular la media v el rango se usan las siguientes formulas.
n =(tamafio del subgrupo)
k = (numero de subgrupos)
calcular la media v el rango de cada subgrupo.
> xi
X =2 R =X max— X min (6.29)
Fd
Calcular la media general o la gran media y el rango promedio de acuerdo a:
XX S Ri
X=2 R==— 6.30
k k (6-30)
Calcule la linea central y los limites de control, usando los coeficientes A, Ds D3,

etc. Del anexo.

Grafico de control X Grafico de control R
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IC=X IC=R
LSC=X+4, R I1SC=D,R (6.31)
LC=X-4F LIC=D,R

- Construya el grafico de control para medias y rangos marcando la linea central y os

limites inferior y superior de acuerdo con la figura 6.7

Y LC

6.16.1 INTERPRETACION

Como el objetivo de la construccion de un grafico de control es observar los cambios que
ocurren en el procese con fines de control o correccién de anomalias. Debemos establecer
los criterios de evaluacién de estas.

- Todos los puntos deben caer deniro de los limites de control.

- Los grupos no se agrupan de una forma en particular.
Las anomalias son que:

- Que haya puntos fuera de los limites de control.

- Los puntos adquieren una forma particular aunque estén dentro de los limites.
Tales formas pueden ser.

- Ciclos' cuando un conjunto de puntos se alinea a un lado de la linea central, la

cantidad de puntos que lo constituyen se llama longitud del ciclo. Si hay un ciclo de

7 puntos o mas se considera una anoralia.
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<
g

Figura 6.10
Tendencias: se verifica cuando hay un ascenso o descenso continuo de puntos y se
considera anomalia si 7 puntes al menos hacienden o descienden de manera
consecutiva. Sin embargo también puede ocurrir que los puntos sobrepasen los
limites de control antes de llegar a 7.
. LSC

b AL e
X VVV\/ V@

LIC

Figura 6.11
Periodicidad: si los puntos presentan la misma pauta de variacion a lo fargo de
intervalos iguales diremos que existe periodicidad. .a inica manera de identificarla
es seguir el movimiento de los puntos y adoptar una decision técnica.
Adherencia a la linea de control: ocurre cuando todos los puntos estan adheridos a
la linea central. Probablemente se haya mezclado en el subgrupo distintos datos o
datos de factores diferentes, en este caso es necesario cambiar el subagrupamiento,

reunir otra vez los datos y trazar e} grafico.
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- Comparacién con las especificaciones: Los limites de especificacion siempre
estan determinados por los requerimientos de los clientes, y no siempre los limites
que establecemos son los correctos, es decir puede no haber ningiin punto fuera de
los limites, sin embargo pueden existir productos que no cumplen con la
especificacion. En este caso se deben reducir los limites.

Existen una gran diversidad de modalidades de graficos de control, esas se pueden

consultar en libros de control de calidad.
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ez CAPITULO 7

CURVAS DE CALIBRACION

7.1 ANALISIS INSTRUMENTAL

Las técnicas clasicas de andlisis (via hiimeda) como volumetrias, gravimetrias, se utilizan
todavia en muchos laboratorios. Estas técnicas suministran buenas introducciones a la
manipulacién y otras practicas requeridas en el trabajo analitico. Sin embargo en este
momento no hay duda de que muchos andlisis se efectian por métodos instrumentales. Las
técnicas que utilizan espectrometria de absorcion y emision a varias longitudes de onda,
diferentes métodos electroquimicos, espectrometria de masas, cromatografia gaseosa y de
liquidos, medios radioquimicos y térmicos ocupan un porcentaje alto de los métodos mas
usados.

Los métodos instrumentales pueden realizar andlisis muy complicados o imposibles por los
métodos clasicos. Puesto que estos pueden detectar especies quimicas en submicrogramos y
son sorprendentemente sensibles.

La relacién que tienen los métodos instrumentales con las curvas de calibracion es muy
importante debido a que en el uso de estos métodos siempre serd necesario utilizar una
curva de calibracién, Ia cual puede ser de diversas formas, cast siempre dependiendo de las
propiedades del analito que se desee analizar.

Las curvas de calibracion mas comunes son las que relacionan la concentracion con la
absorbancia y que son muy importantes en diversas areas del andlisis quimico, pero
principalmente en el andlisis farmacéutico, aunque claro, también existen otras
propiedades importantes como conductividad, fluorescencia, potencial, etc.

En el capitulo anterior ya discutimos la definicion de las curvas de calibracion, ahora las

veremos detalladamente.
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Antes de iniciar es importante tener claro que cuando nos referimos a la propiedad del

analito, del estindar o del valorante (en caso de las curvas de valoracion) nos estamos

refiriendo a cualquiera de las propiedades mencionadas en la seccién 7.1

Las principales curvas de calibracién se pueden clasificar de la siguiente manera:

Curvas de calibracion

Directas e indirectas, con diluciéon sin
dilucion,

Curvas de adiciones patron

Directas e indirectas, con dilucion sin
ditucidn

Curvas de valoracion

Directas e indirectas, con dilucién sin
dilucion.

7.2 CURVAS DE CALIBRACION DIRECTAS SIN DILUCION

La propiedad (4rea, absorbancia,
conductividad etc.) esta dada
directamente por el analito sin que haya
reaccion quimica.

Definiremos las siguientes variables:

Cs = concentracion de estandar,

Vs = volumen inicial de estandar.

En este caso el sistema blanco contiene
todo excepto el analito.

Ecuaciénes Py = kx{yi_fs] (7.1)
Cx = VsCs
Vi

Para obtener la concentracion del
problema solo se sustituye VsCs por
VpCp en ecuacion T4

V, = volumen de aforo o volumen total,
Px = propiedad medida por el equipo del
analito X.

Cx = concentracion ajustada = VsCs /V,
Kx = constante caracteristica del analito.
Cp vy Vp son la concentracién y volumen

del problema.

Px A

]

Grafica 7.1

Para obtener la concentracion de analito problema solo se interpola la propiedad medida de

este en las mismas condiciones que los estandares, se obtiene la concentracion Cx =
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concentracién de problema sin corregir, se sustituye en ecuacion 6.24 y se despeja Vp que

pasaria a ser la concentracion def analito problema.

7.3 CURVAS DE CALIBRACION DIRECTAS CON DILUCION

En este ¢aso los volimenes de todos los sistemas son diferentes y se tiene que hacer una
correccidn por dilucion par obtener una curva similar a la de la grafica 6.3. En este caso
incluiremos en el factor de dilucion la variable Va que es el volumen agregado que puede
ser de disolvente o alguna otra solucién (amortiguador).

Correccion por dilucion para estindar y

problema. Corregida
A

Vstval o _ kx{ VsCs @.2) Px

Vs Vs+Va

No corregida

PVl b ol JPP | (720

Vo Vp+Va
Se corrigen todos los valores obtenidos de

v

la propiedad y se hace lo mismo que en Cx

el caso anterior. Grafica 7.2

7.4 CURVAS DE CALIBRACION INDIRECTAS SIN DILUCION

En este tipo de curvas, interviene una reaccion quimica cuya constante de equilibrio es
mucho mayor de 1, no son curvas de valoracion, pero el analito no puede dar la propiedad

por si solo. (En este caso V1C1 es el volumen y concentracion de reactivo Y)

aX + b.Y — c.Z
inicio : VICI
agregar VsCs
equilibrio Vi€ - ib— VsCs c/aVsCs
a
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Caso I Z da la propiedad:

Pz = kzi{VSCS} (7.3) el grafico parte
al Tt
. . ¢/ Cs
de cero y tiene una pendiente m = £ ?ft

problema. Y son diferentes en cada

sistema o punto de la curva.

donde Cs y Vs son la concentracion y el

volumen tanto de estandar como de problema.

Caso Il 'Y da la propiedad:

V1C1-b/aVsCs
Py~ ky{f} (7.4)
3
esto da una ecuacion de la forma Y=b + mX
b:kyVlC'l y m= —b/aCs
14 Vi
en €l caso del sistema problema:
V1C1-b/aV]
Py= ky[—a b } (7.43)
Vi
Caso HI Y y Z dan la propiedad: En

este caso la propiedad es aditiva
Pr=Py + Pz

ecuaciones

en donde las dos
anteriores  s¢  suman,
obteniendo dos casos mas dependiendo
del valor de Ky yKz. (7.5)

P - kyVlCl el atyb! ]VsCs
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En el caso del sistema problema:
Pr=K:= [VPCP } (7.32)
al Vi
Pz 4
m
> Vs
Grafica 7.3
Py A
h \
m
» Vs
Grafica 7.4
Caso 1 fkec/a>kyb/a y caso 2
kyb/a > kzc/a
Py
A
Caso 1
m
\ Caso 2
» Vs
Grafica 7.5
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En el caso de las curvas de calibracion indirectas con dilucidn se usa el mismo modelo

anterior, iinicamente, se multiplican todos los sistemas por el factor de dilucién.

7.5 CURVAS DE ADICIONES PATRON DIRECTAS SIN DILUCION.

En este tipo de curvas siempre esta
presente el problema, y el estandar esta
también en todos los sistemas excepto en
uno.

En esta curva definiremos las variables :
Vp = volumen de solucién problema

Cp = concentracion de la solucion
probliema

Vs y Cs son volumen y concentracion de
estandar

C Vt=Vs+Vp+Va

Va = volumen agregado de disolvente.
Vsp = volumen de estandar mas volumen
de problema

Entonces la concentracion total del

analito Cx =Cs + Cp

(7.6)
Pee b{VpCp + VsCs] = kebpCp JoCs
Vi W Vi
Vs 4
KxCs/Vi
> Vs

Grafica 7.6

Para las curvas con dilucién se
multiplica el valor de la propiedad por el
factor;

(Vsp + Va)/Vsp

7.6 CURVAS DE ADICIONES PATRON INDITRECTAS SIN DILUCION

Involucra reaccion quimica y existen tres casos:

aX +
inicio
agregar VpCp+VsCs
equilibrio

ViCI - %(VpCp +V5Cs)

bY » cZ
VICl1

c/a{VpCp+VsCs)
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Casol  Z dala propiedad:

Pr= Kz[clanCp +VsCs

Py = Kzel/aVpCp . KZCI,/:CS

Ve
Donde m = kze/aCs
Vi
_ kzelaVpCp
vt

b

Case2 Y dala propiedad

[ Py= ky[VlCl - b/a(;pCp + VsCs)D

p F'y
y Kyb/aCs
\.Vt
-
Grafica 7.8

PR (e

Vs (7.7a)

_ Keb/aVpCp L Kee aVsCsJ .7
Vi Vi
Pz A
m
» Vs
Grafica 7.7

':>Py _ VICl  kyb/aVpCp kyb/:zCs Vs (1.8)

Vs

Ve Vi Vi

Caso 3 cuande Y y Z dan la propiedad el
caso es similar a las curvas de
calibracion, solo varia la pendiente de

acuerdo al valor de las constantes ky y kz.

En el caso de curvas adiciones patron indirectas con dilucion, solo se multiplican las

ecuaciones por el factor de dilucién (Vsp + Va)/Vsp.

7.7 CURVAS DE VALORACION

En las curvas de valoracion siempre hay asociada una reaccién quimica, en donde se sigue

una reaccion de valoracion midiendo una propiedad, la cual es aditiva cuando la producen

mas de una especie quimica.
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Definiremos las siguientes variables:
Vx = volumen de alicuota selucion
problema

PE= punto de equivalencia.

reaccion; a.X

inicio VxCx

agregamos _

APE VxCx-a/bVyCy
PE g

DPE g

Pr= Px + Py + Pz
Casol Ky=Kz=0

APE Py = PxCx —al/bVyCy
Vx+Vy

multiplicando por factor de dilucién
{(Vx + Vy)vVx

Cx = concentracion solucién problema
Vy = vplumen de valorante agregado
Cy concentracion de valorante

VPE = volumen de punto de eguivalencia

bY > c.Z
VyCy
g c/bVyCy
g ¢HVyCy=c/aVxCx
VyCy=b/aVxCx i

DPE Px=Kx[ J ]zO {7.9b)

Vx+Vy

Px=KxCx—Kxa/bQVy (7.9)
Vx
PE Px:Kx[ ¢ Jzo (7.9a)
Px+Vy
T > Vy
VPE
Grafica 7.8
Caso2 Kx y Kz =0
APE Y PE Py = 0
DPE Py = ky WOy -blaVxCx kyb /aCx+E91Vy (7.10)
Vx+Vy Vx
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Py
I > Vy
VPE
Grafica 7.9
Caso 3 Ky, Kx=0 (7.11)
APE Y PE  Pz= kz[ﬂ@]
Vx+V
Pz A
. . L, Cy
corrigiendo por dilucion =kzc/b —I}-—Vy
X
DPE Fz= Kz[d—a@g—x—] corrigiendo
Px+Vy
por dilucién =kzc/aCx = constante. T > vy
VPE
Grafica 7.10
Caso 4 X y Y dan la propiedad
Pr=Px + Py dondePy tiende a cero Ambas ecuaciones se corrigen por
_ dilucién dando la siguiente grafica;
APE P =i VxCx —a/b¥yCy v
T Px+Vy T
PE Pr=tiende a cero (7.12)
DPE B =l WCy—b/alxCx + Py
Vx+Fy
donde Px tiende 2 cero. ! : > vy
VPE
Grafica 7.11
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Caso 5 X yZ dan Ia propiedad

Pr=Px+Pz
-alb
APE pr=id POV | e 18] XD =t + P2 [k 1 - ka1 8]
Ve+Vy Vx+Vy Vx
PE Pr= Px+ iz m = kzc/ b—]{yﬂ (7.13) donde Px tiende a cero
Fx+Vy Fx
DPE Pr=Px+ jzc/a PrCx = kze/aCo a
Ve +Vy ‘P
Pr
donde Px tiende a cero.
[
a) kze/b > kxab
b) kxa/b > kze/b b
¢) kxa/b =kzo/b - T > Vy
VPE
Grafica 7.12
‘Caso 6 Yy Z dan la propiedad.
Px+ Vy PT

PE pr=Py+ kz[cpiwyfy } (7.14)

en ambos casos Py tiende a cero.

DPE Pr= k,{VyCy—b/ anCxJ b[c/anCx]

Ve+Vy Ve +¥y

VPE

a) kyb/a>kzc/a
b) kzc/a >kyb/a Grafica 7.13
¢) kybla=kzc/a

Caso 7 X, Y y Z dan la propiedad.

=Px+Py+Pz
APE P;= kxl:VxCx—a/beCy} P+ h[c!beCy:]
Ve +Fy Vx+Vy
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cuando Py tiende a cero y corrigiendo por dilucién se tiene:

= kzCx +%Q—[kzc/b —kxa/b]
X

PE Pr= ko 2| (718 b
Vx+ Py T A

DPE Pr=jy WCy —b/aVoCo e elaVxCx
Ve+Vy Vx + Py

corrigiendo por dilucion se tiene:

v

=~@Zy—@+Cx[kzc/a~@b/a] | vy
X

Grafica 7.14

CURVAS DE VALORACION PE MEZCLAS

Como sabemos las valoraciones espectrofotometricas son de gran importancia, estas han
sido usadas durante mucho tiempe para determinar metales que forman complejos
coloridos con algunos ligantes como EDTA. Ahora estableceremos un modelo para
determinar dos metales, la condicion para que se puedan valorar juntos es que tengan una
Keq. diferente para formaciéon de complejos con el valorante y ademas que el complejo
formado con ambos metales tenga diferente constante de absorcidon o absortividad molar.

Un gjemplo muy comiin es la valoracion de Bismuto y Cobre con EDTA (Y).

Reaccidn 1 Bi“ + Y —_— BiY

Inicio Vo Co Ve

PE1 £ £ VoCo =VC

Reaccidn 2 Cu“ + Y e CuY

Continua VICI

APE2 V1Cl1 - (VC - VoCo) £ VC - VoCo

PE2 £ ¢ VICI = VC - VoCo
DPE2 & (VC - VoCo) -VICl viCl
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Capitulo 7 Curvas de Calibracion

Si consideramos que solo el complejo CuY absorbe y que Keql > Keq2 esperariamos gue
la propiedad desde cero volumen hasta VPE] vale cero y a partir de este volumen comienza
a aumentar la propiedad debido a la absorcion de CuY que se comienza a formar después
de transcurrida la primera reaccién. Las ecuaciones son:

0 hasta VPE1 P = Kpiy(VoCo/Vt) como

el complejo no absorbe P =0 P
VPEI hasta VPE2

[VC ~VoCo
Vi

A

P =Keuy (7.16)

Es una recta con pendiente positiva.

DPE2 como solo el complejo con cobre

absorbe la propiedad se mantiene | | > Vy

constante en un valor de VPEl VPE2
P =Key(VICI/VY) Grafica 7.15
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PROGRAMA DE VALIDACION

En este tema desarrollaremos toda la metodologia que deberemos seguir parz la
implementacion de un programa de validacion, como ya vimos paso a paso la metodologia
para ia validacion de un método analitico, ahora veremos quien lo va a hacer.

Existe una gran diversidad de modalidades de realizar y poner en marcha el programa de

validacion.

8.1 PROGRAMA DE VALIDACION EN EL LABORATORIO (IN-HOUSE
VALIDATION)

Los programas de validacion en el laboratorio son en realidad principios de validacion que
serviran como base para una validacion mas completa. En principio una validacion en el
laboratorio no es suficiente para poder determinar la validez de un método, siempre sera
necesario un programa mas amplio, como los estudios interlaboratorios que se veran mas
adelante. Sin embargo la validacion en el laboratoric siempre sera necesaria para iniciar un

programa interlaboratorios. A continuacién se veran algunos programas de este tipo.
8.2 PROGRAMA ZERO-BLIND

Este método involucra Gnicamente un analista, usando el método con muestras de
concentraciones conocidas de analito y con esto demuestra todos los parameiros de
confiabilidad ya vistos. Y el método es sometido a juicio del analista, y este determina si el
método es rapido, simple, itil y este lleva los resultados subjetivos y determina de manera
critica e imparcial si el método se debe usar o no. ‘
Sin embargo como primera aproximacion, y una demostracion del potencial de validacion

requerira de poco personal, muestras y costo. Un método zero-blind es una buena forma de
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Capitulo 8 Programa de Validacion

" iniciar un proceso de validacién. Obviamente si esta técnica falla en la validacion, entonces

se puede niciar con el siguiente método que es:
8.3 PROGRAMA SINGLE-BLIND

Involucra un analista que prepara las muestras a varios niveles de concentracion y a un
segundo analista, quien analiza las muestras. Los resultados son entonces recopilados y
comparados por el primer analista. Aunque esta técnica es imparcial al inicio pierde
eficacia en el estado mas crucial cuando todas las corridas de datos son comparadas. Este
método tiene mayor grado de confiabilidad puesto que involucra fa discusion y revision de
resultados entre dos analistas. Este método es bueno para iniciar una validacién y se

recomienda recurrir a el cuando et primero no funcione.
8.4 PROGRAMA DOUBLE-BLIND

Este método involucra tres analistas. El primer analista prepara las muestras a niveles de
concentracion conocidos, el segundo realiza ¢l anglisis y el tercer analista {0 administrador)
compara ambas corridas de datos recibidos por separado de los dos primeros analistas. Ni el

primero ni €} segundo analista tienen acceso a los datos generados por cada uno.

8.5 VALIDACION ATRAVEZ DE ESTUDIOS COLABORTIVOS
(ESTUDIOS INTERLABORATORIOS)

Este método es quizas el mas aceptado, sobre todo para la validacion de un meétodo
analitico nuevo. Consideraremos los criterios generales de la AOAC para la descripcion de
un programa de validacion a través de estudios colaborativos.

La AOAC INTERNATIONAL Es la tinica organizacion cientifica no lucrativa que propuso
por primera vez los estudios colaborativos para la validacion de métodos, para su
implantacién en la industria y en laboratorios académicos. El programa de la AQAC fue
designado para proveer métodos de andlisis con caracteristicas bien definidas tales como

precision, exactitud, sensibilidad, rengo etc. Un prerrequisito de la AOAC para adoptar
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métodos es la validacion a través de un estudio inter laboratorio o colaborativo, en
laboratorios independientes y en idénticas condiciones. Tales métodos validados pueden ser
entonces usados con un alto grado de confiabilidad por organismos reguiatorios,
legislativos, laboratorios de prueba e instituciones académicas. Los métodos son usados
para determinar la confiabilidad requeridos por los organismos legislativos, para mantener
el control de calidad y procesar los requerimientos que evaluaran la confiabilidad en los
diferentes laboratorios u organismos de su interés.

Un estudio de validacién patrocinado por la AOAC empieza con la cita de un representante
de la ACAC con el responsable de la organizacion del método en estudio.

El o ella selecciona, desarrolla o adopta el método que seri estudiado. Entonces el
representante desarrolla el protocolo para el estudio colaborativo y la validacion en el
laboratorio (in house validation) de acuerdo con las guias de la AQAC. El protocolo
recomendado v los datos de la validacion en el laboratorio seran revisados posteriormente
por el representante, un comité estadistico, un comité de seguridad y un comité de
métodos. Una vez que se ha revisado el protocolo y se ha aceptade se procede al estudio
colaborativo. El representante refine colaboradores en laboratorios con experiencia en el
tipo de analisis requerido, en el método propuesto.

Para métodos cuantitativos se requeriran minimo 8 laboratorios con un minimo de 5
muestras. Y para métodos cualitativos un minimo de 15 laboratorios, reportando dos
niveles de analito por muestra, 5 replicas por nivel y 5 controles negativos.

El representante prepara el material de prueba, muestras y st requiere otros materiales,
seran proporcionados también a los colaboradores tales como materiales de referencia,
columnas empacadas y las formas e informacién necesaria para el reporte.

Se espera a que los colaboradores dirjan fa prueba exactamente como fue estructurada, sin

desviaciones y reporten los resultados.
8.6 REVISIONES DE EXPERTOS

El representante recopila los datos, evalia los resultados y escribe el reporte del estudio

colaborativo de acuerdo con los lineamientos de la AOAC. El reporte es remitido al
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director general y al asesor estadistico, y al comité de métodos para hacer la revision
técnica.

Posteriormente ya que es aceptado, este método es publicado en la AOAC Official
Methods.

8.6.1 METODOS NO PATROCINADOS POR LA AOAC

Los métodos que desarrollaron otras organizaciones y que siguieron el protocolo de la

AQAC, pueden ser sometidos a revision y adopcidn por fa AOAC.
8.6.2 MODIFICACIONES DE LOS METODOS DE LA AOAC

Cuando es necesario hacer modificaciones en un método oficial de la AQAC el
procedimiento y extension de la validacion dependen de una extensa revision. Esta

determinacion sera hecha por el director general y el comité de métodos.

8.7 COMITE ORGANIZACIONAL PARA EL ESTABLECIMIENTO Y
VALIDACION DE METODOS

El programa es administrado por expertos técnicos voluntarios citados por la AOAC. Los
voluntarios son citados generalmente por termino de 3 afios. A estas personas se les
denomina directiva de métodos oficiales.

La directiva de métodos oficiales consta de 10 comités los cuales tienen de 7 a 11}
miembros. Cada uno de los comités dirige y supervisa el desarrollo y validacién de los
métodos analiticos y revisan protocolos para los estudios inter laboratorio. Todos ios
integrantes de los comités estudian diversas areas de desarrollo. (alimentos, fertilizantes,
drogas, medicamentos etc.)

Algunos cientificos con experiencia pueden colaborar, estos son seleccionados por el
organizador del estudio colaborativo, estos cientificos pueden venir desde universidades,

laboratorios comerciales 1 organismos regulatorios.
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Los miembros del comité de seguridad deberan revisar los aspectos de seguridad e higiene
y promoverlos, apoyandose en otros organismos dedicados a la seguridad e higiene.

" Comité estadistico: los miembros del comité desarrollan y recomiendan guias estandares en
las cuales se encuentran todos los métodos estadisticos pertinentes para la validacion.
Los laboratorios invitados a participar deberan tener experiencia en las técnicas empleadas.
Se puede desarrollar una lista de posibles participantes a través del personal, contactos ¥
sociedades técnicas,
En el apéndice D de la AQAC INTERNATIONAL 2000, aparece una lista de guias y
procedimientos respecto a estudios colaborativos, (Guidelines for Collaborative Study
Procedures to Validate Characteristics of a Method of Analysis,)"™®

8.8 VALIDACION POR ANALISIS DE ESTANDARES DE REFERENCIA

El andlisis de un estandar de referencia o una muestra de composicion conocida es
generalmente aceptado como método de validacion. La USP, NIST y otras organizaciones
privadas se especializan en preparar estindares garantizados de varios analitos y en
diferentes matrices. Cuando se usa este método el analista debe demostrar que el método
provee todos los parametros de confiabilidad requeridos al analizar el estandar. Aunque
este método no podria ser tan confiable ya que el analista conoceria de antemano la

concentracion del estandar.
8.9 VALIDACION POR COMPARACION CON UN METODO ACEPTADO

Este método comunmente es realizado por un solo analista, pero puede ser realizado por
dos analistas. Esta técnica usa los resultados de métodos actuales y aceptados como
verificacion de los nuevos resultados obtenidos. Acuerdos entre resultados inicialmente
sugieren la validacion. Por el contrario los desacuerdos son una seria causa para
preocuparse sobre la aceptabilidad del método.

Sin embargo desacuerdos también pueden sugerir que el método de comparacion es
invalido, creando adicionales problemas. Si el analista puede probar que el método es

invalido entonces debera proponer una alternativa de validacion. ¥

98



Capitulo 8 Programa de Validacion

8.10 REVALIDACION

Después de que un método ha sido validado, este puede ser transferido a otros laboratorios
que pueden requerir de este. Idealmente los laboratorios estan en constante comunicacién
para que todas las metas de desarrollo, optimizacion y validacion se alcancen de la mejor
manera.

La documentacion del método debe incluir un procedimiento escrito detallado del reporte
del método de validacion, el cual debe estar disponible para la implementacién de métodos.
También se deben incluir los criterios generales de aceptacion del método.

Alguna vez durante ¢! tiempo de vida del método, puede ser necesaria una revalidacion del
método. La validacion puede realizarse de una manera reactiva 0 proactiva. La validacion
reactiva puede realizarse en respuesta a cambios en el material {material nuevo), cambios
en las condiciones de manufactura y cambios de formulacion, entre otros (diluciones,
preparacion de muestra). La revalidacion proactiva puede ser iniciada para tomar ventaja de
la nueva tecnologia o la automatizacién intensiva. En tales casos Ia revalidacion puede ser

necesaria dependiendo de lo que se desee iniciar.
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ASPECTOS LEGALES Y NORMATIVOS
9.1 ACREDITACION

La acreditacién es un procedimiento en ¢ cual una organizacion legislativa da formal
reconocimiento de que un laboratorio es competente con los analisis especificos. Esto es
realizado a través de auditorias externas comparando con esténdares reconocidos
internacionalmente. La guia ISO 17025 ha sido aceptada como un estandar de acreditacion
para la prueba de laboratortos. La acreditacion sin embargo no es garantia de que el
laboratorio produce resultados analiticos aceptables. La acreditacion asegura competencia,

Prueba que cualquier anilisis es de calidad aceptable y debe ser provisto con todos los

analisis a través del uso de controles, estandares y material de referencia.

9.2 ESTANDARES DE CALIDAD

En temas anteriores hemos estado desarrollando toda una metodologia para la validacion de
un métode o técnica analitica. Todo esto como parte de un sistema de administracion de
calidad en el laboratorio. Pero que es un sistema de calidad en un laboratorio, aunque el
tema esta delimitado a validacion, tocaremos el tema de manera no exhaustiva.

Un sistema de administracién de calidad en el laboratorio es una estructura formal que
prepara y abarca todos los aspectos de calidad en el laboratorio. En muchas formas el
sistema es un conjunto de procedimientos dinamicamente relacionados y todos enfocados al
cumplimiento de un objetivo comin. Todos estos procedimientos deben estar debidamente
documentados. El sisterna debe cubrir todos los lineamientos y politicas establecidos para
el sistema, detallando todos los procedimientos usados por ¢l personal, para asegurar la
calidad en los analisis quimicos realizados.

El sistema de administracion de calidad debe estar escrito en un documento que se llama
manual de calidad. La realizacion de un manual de calidad es un trabajo extremadamente
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extenso, vy puede tomar desde meses hasta afios hacerlo, sin embargo mencionaremos los

requerimientos de algunos organismos dedicados a la estandarizacién de los sistemas de

administracion de la calidad.

Afortunadamente un gran numero de organismos han desarrollado y publicado una serie de

procedimientos normativos para laboratorios. Son tres los grupos principales, los cuales ban

preparado y publicado estdndares para los sistemas de calidad. Estos son:

1} The Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) Los cuales

han desarrollado estandares de buenas practicas de laboratorio, frecuentemente

referidas como “GLP” Posteriormente describiremos todos sus requerimientos y

acreditacion.

2) International and National Standards Organisation; han desarrollado estindares en

relacion a la caiidad en el laboratorio en tres niveles, internacional, europeo y

britanico como sigue:

a)

b)

The international Organisation for Standarization (180O) ha producido un
rango de estandares y guias en relacion a los laboratorios. El mas relevante
de estos es la serie de estandares de calidad ISO-9000, guia 25 ISO
“Requerimientos generales para calibracion y laboratorios de prueba” y guia
49 ISO “Guias para el desarrollo de un manual de calidad para laboratorios
de prueba”.

The Eurcopean Commitee for Standarisation (CEN) han desarrollado un
rango de estandares en felacién a la calidad como las series EN 29000, las
EN 45000, y las BS 7500.

En Gran Bretafia las British Standards Institutions (BSI), también han
producido un rango de estandares de calidad, principalmente la BS 5750
Quality Standard, 1a cual es equivalente a ISO 9000 y a Ja EN 29000 Series
of European Standards.

3) The National Laboratory Acreditation Bodies; desarrollaron mas requerimientos de

calidad para los laboratorios, usualmente basados en los criterios generales de IS0,

EN y algunos otros estindares nacionales, Ellos ofrecen evaluacion de laboratorios
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de acuerdo con sus requerimientos. En EU Iz National Meassurement Acreditation

Service (NAMAS) es el maximo organismo de acreditacién de laboratorios.
9.3 REQUERIMIENTOS DE LA GLP

Los requerimientos de la GLP fueron originalmente desarrollados en 1982 por la OECD en
su publicacion “Good Laboratiry Practice in the Testing of Chemicals™.

En E.U. el departamento de salud es el responsable de monitorear los Iaboratorios en
competencia con los principios de la GLP. Su folieto Good Laboratory Practice, the United
Kingdom Compliance Program, Emitido en 1986 y revisado en 1989,

Los principales requerimientos de la GLP se muestran 4 continuacion:

DIRECCION: Las responsabilidades del personal y la estructurs de la direccion del
laboratorio deben ser definidas claramente, por medio de graficos organizacionales,
descripcion de actividades y andlisis de puestos. También se pueden incluir historiales,
evaluaciones, cursos y capacidades def personal. Los directores tienen la responsabilidad de
vigilar los aspectos técnicos de los analistas para que estos puedan tener una apropiada
calificacion y puedan ser capaces de realizar su trabajo. Ellos pueden asegurarse de que los
protocolos son seguidos y que alguna desviacion del protocolo no ocurrira. También son
responsables de estar revisando los registros de datos de los analistas, la preparacidn del
reporte final y el registro en archivos de todo el material.

PROGRAMA DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

Puede ser un sistema que monitoree todas las actividades y revise que todos los sistemas
estén trabajando de acuerdo con los requerimientos de la GLP. Para registrar algin
problema, identifique y aseglrese que se tomo la accion correctiva correcta. La persona
responsable de los procedimientos de aseguramiento de calidad debe ser independiente de
el grupo de andlisis. El equipo debe estar disponible y se le debe dar mantenimiento v
calibracion adecuados.

PRUEBA DE FACILIDAD DE TRABAJO CON LOS PROCEDIMIENTOS:
Procedimientos estandares de operacion (SOP) deben ser propiamente autorizados,
documentados y estar disponibles para e! personal del laboratorio. Los SOP deben también

ser identificados y controlados para que todos estén concientes de la version y no usen
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informacién no actual. Los SOP deben ser regularmente revisados para asegurarse de que
son apropiados para €l programa. Se requiere un sistema para remplazar versiones de
procedimientos gue estan operando o para postbles actualizaciones.

Reactivos y soluciones deben ser claramente identificados, incluyendo condiciones de
almacenamiento y periodo de caducidad.

Se deben registrar todas las especificaciones de pureza, identidad y propiedades de los
reactivos.

PLANEACION Y DIRECCION DEL METODO: El titulo y el propésito del método
debera ser claro, asi como quien lo realiza y el tipo de prueba que usara. El tipo de prueba
debera ser documentada al igual que los métodos estadisticos que se usaran en el analisis de
los datos. El sistema de almacenamiento de datos debera ser asignado de acuerdo 2 la
persona responsable.

REPORTE FINAL: El formato del reporte final estara definido por el director y Ia
responsabilidad de el reporte estara a cargo de este.

ALMACENAMIENTO DE DATOS: Es importante que todos los datos generados y algin
otro registro de muestras, todos deberan ser retenidos para que estén disponibles para
revision. Este archivo deberi ser controlado por un archivista.

El acceso al archivo debera ser estrictamente controlade y cualguier modificacion o adicion
debera ser anotada.

Un laboratorio puede anunciar que esta metodologia esta de acuerdo con los principios de
Iz GLP. Sin embargo autoridades regulatorias requeriran que el laboratorio este dentro de la
normatividad GLP. Y que la GLP monitoree e inspeccione el laboratorio antes de empezar
el desarrollo de las actividades de analisis.

La GLP realiza estas inspecciones cada dos afios, en la primera inspeccion se asegura que
todos los principios requeridos por la GLP son implantados. Esto se conoce como

“Implementation Inspection”
9.4 REQUERIMIENTOS DE LA NAMAS

Los requerimientos generales de la NAMAS parten de los documentos M10 “The NAAAS

acreditation Standard —CGeneral criteria for Calibration and Testing Laboratories”
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(incluyende un suplemento de la M10 publicado en 1993) y la M11 “NAMAS Regulatioﬁs -
Regulations 1o be met by Calibration and Testing Laboratories” Estos estan soportados en
un rango de documentos mas detallados para un tipo de trabajo en particular. Sus
requerimientos generales pueden ser resumidos en los siguientes:

El laboratorio debe tener bien definido un sistema de calidad el cual esta descrito
detalladamente en un manual. Este debe partir de desde la acreditacion del laboratorio,
incluyendo el rango de pruebas en las cuales el laboratorio ha sido acreditado para realizar.
Esto también debe incluir a la direccién, responsabilidades técnicas, operacién del
laboratorio y procedimientos de control de calidad.

Un sistema de auditoria de calidad y un sistema de calidad tienen que ser documentados y
operados para que el laboratorio pueda demostrar que los estandares de calidad se
mantienen monitoreados y son apropiados.

Un sistema que asegure que el personal esta apropiadamente calificado y capacitado para el
desarrollo de su trabajo.

Requerimientos para todos los equipos deben ser listados y asegurarse de que el equipo en
uso esta disponible para las tareas, estan en buenas condiciones de trabajo y correctamente
calibrados.

Las mediciones deberan ser registradas y deberan mostrar como se comparan con los
estindares nacionales e internacionales, Donde se desarrollen problemas pricticos en
mediciones quimicas, por ejemplo comparaciones inter laboratorios y el uso de materiales
de referencia {y preferiblemente materiales de referencia certificados) todo esto sera
requerido.

Métodos y procedimientos incluyendo muestreo, manejo y analisis de muestra y la
incertidumbre estimada de los resultados finales. Si es necesario usar algin método no
estandar este deberd ser validado y documentado. La integridad de todos los datos
analiticos debe ser protegida.

Ei acondicionamiento del laboratorio deberd estar disponible para los andlisis que se
realizaran , para demostrar que estos se encuentran en buen estado para realizar analisis
delicados.Las muestras deberén ser mantenidas en condiciones adecuadas antes del anilisis
para asegurar su invariabilidad, Los procedimientos que autoricen desecharlas deberan ser

y/o estar documentados.
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Se debe contar con un sistema de registro o base de datos, asi como reportes, hojas de
trabajo bitacoras etc, los cuales deberan permanecer archivados por lo menos 6 afios.

El contenido de reportes vy certificados deberan entregarse bien cerrados para asegurar que
los clientes reciban la informacion, y que el laboratorio no tenga problemas al respecto.

En el caso de que el laboratorio use los servicios de otro debera asegurarse de que el trabajo
de ese laboratorio esta bien acreditado y validado.

En resumen NAMAS requiere que los procedimientos del laboratorio estén bien

documentados para asegurarse de que estos se lieven a cabo correctamente.

9.5 AUDITORIAS DE CALIDAD

Un sistema para auditorias y revisiones de los procedimientos de calidad es un
requerimiento de la guia 25 de ISO y esta incluida en los requerimientos de NAMAS y
GLP. Este es un aspecto critico en un sistema de calidad. Como ¢! desarrollo de este tema
no es objetivo del trabajo solo se mencionara que es importante considerarlo como parte del

sistema de calidad al igual que la validacidn.
9.6 NORMAS MEXICANAS DE CONTROL DE CALIDAD

En Meéxico existen varios organismos dedicados a la legislacion de la gestion de la calidad,
por ejemplo el Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion A.C. En donde se
pueden consultar la siguiente lista de normas mexicanas en relacidén a métodos estadistices,
manuales de calidad y metrologia que son los temas de nuestro interés:
- IS0 10013:1995 Directrices para la documentacion de los sistemas de gestion de la
calidad.
La norma mexicana equivalente es la NMX-CC018:1996 IMNC. Directrices para
desarrollar manuales de calidad.
- VIM:1993, International vocabulary of basic and general terms in metrology.
BIPM /IEC/IFCC /1SO /OIML / IUPAC / IUPAP
La norma mexicana equivalente es la NMX-Z-055-1997-DIMNC. Metrologia y

vocabulario de términos fundamentales y generales.
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- IS0 10012-1:1992, Requisitos de aseguramiento de la calidad para el equipo de

medicion,

Partel: Sistema de confirmacién metrologia para el equipo de medicion.

La norma mexicana equivalente es la NMX-CC-017/1:1995 IMNC, Requisitos de
aseguramiento de calidad para equipo de medicién parte 1. sistema de confirmacion
metrolégica para equipo de medicion,

- ISO 10012-2:1997, Requisitos de aseguramiento de la calidad para el equipo de
medicion parte 2: Directrices para el control de los procesos de medicidn,

- ISO/TEC 17025:1999, Requisitos generales para la operacién de laboratorios de
calibracién y ensayo. {anteriormente clasificada como ISO Guide 25, en México
tenia la clasificacion NMX-EC-025-IMNC-2000)

Ahora la norma mexicana equivalente es la NMX-EC-17025-IMNC-2000,
Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de
calibracion.
Actualmente no existen normas oficiales mexicanas que establezcan requisttos de
validacion obligatorios, sin embargo para efectos de acreditacion o certificacidn si es

necesario cumplir con los requisitos de las normas de calidad (NMX-CC).
9.7 ACREDITACION DE LABORATORIOS DE PRUEBAS

los laboratorios de pruebas son organismos ya sea piblicos o privados que se dedican a el
andlisis de determinados productos, pertenecientes a la industria eléctrica, farmacéutica,
quimica, biotecnolégica, etc.

En seguida se muestra un esquema de unr proceso de acreditacion de un laboratorio de
prucbas, establecido por la Entidad Mexicana de Acreditacién (EMA) y aprobadoe por la
Comision Nacional para €l Ahorro de Energia { CONAE ) y cuyo contenido se puede
analizar mas a fondo en la referencia que se encuentra al final de la biblipgrafia. Ademas se
presentan los principales puntos que incluye un convenio para acreditacion de un
laboratorio, de acuerdo a un organismo Argentino de acreditacion, cuya referencia se

encuentra al final de la bibliografia de este trabajo.
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CONVENIO PARA LA ACREDITACION
DE LABORATORIOS DE CALIBRACION

En la ciudad de Buenos Aires alos .......... diasdel mesde ... ... de dos mil ....., entre el
Organismo Argentino de Acreditacion, en adelante "OAA", con domicilio constituido a
todos los efectos legales en la Avenida Julio A. Roca 651 - 5° Piso, Sectores 8 y 9 de la
ciudad de Buenos Aires, representado en este acto por su Presidente, Lic. Alberto José

Valle, ¥ .o , en adelante "el Laboratorio", con domicilio legal en
......... s, TEPIESENtado en €ste A0t POT SU .oooovvvciiiiiy vevenccrcniennens, CONViENEN
en celebrar el presente acuerdo.

CONSIDERANDO:

Que el Laboratoric ha demostrado evidencias objetivas de su competencia técnica para
cumplimentar los requisitos establecidos por el OAA, enmarcados dentro de la norma
IRAM 301vigente, equivalente a la 180 / IEC 17025,
Por lo expuesto, ambas partes acuerdan celebrar el presente Convenio de conformidad con
las siguientes cliusulas y condiciones:

1. DEFINICIONES. A efectos de facilitar y delimitar el alcance de los términos utilizados
en el presente, los mismos seran los correspondientes a las definiciones y vocabulario
empleado en las normas IRAM-ISO 8402, ISO IEC 17025 y serie IRAM-300.

2. OBJETO. De conformidad con la evaluacién, verificacion y aprobacion realizada por el
OAA de los requisitos de funcionamiento declarados por el Laboratorio en la solicitud de
acreditacion, se concede al mismo la Acreditacion para efectuar las calibraciones indicados
en el Anexo I del presente Convenio, de acuerdo con las condiciones previstas en el
Reglamento del OAA y las regulaciones particulares que, indicadas en el Anexo II, forman
parte integrante del presente Convenio. .

3. ALCANCE DE LA ACREDITACION. La acreditacién del Laboratorio por ¢l QAA
consiste en la aprobacion formal de su competencia de acuerdo a los criterios establecidos
en el presente Convenio y en las normas aplicables, autorizindose en consecuencia al
mismo a citar la acreditacion concedida en los informes referidos a las calibraciones para
los que estd acreditado y en la documentacion propia que haga referencia sélo a esas

calibraciones. Toda calibracién efectuado que no se encuentre incluido en el Anexo N° 1
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debera evitar cualquier mencion al OAA, bajo apercibimiento de inmediata rescision del
Convenio. El laboratorio deberd incluir en todos los informes que emita el logotipo del
QAA o la referencia a la condicién de acreditado de zcuerdo al modelo indicado en el
Anexo ITI del presente.

9. INFORMES DE CALIBRACIONES. El Laboratoric podra emitir informes de las
calibraciones que efectﬁa en el marco de la acreditacion acordada y del presente Convenio.
Los mismos deberan indicar las especificaciones establecidas en las normas aplicables y
seran emitidos en dos ejemplares iguales, identificados bajo el mismo nimero y llevaran la
firma del Director Técnico o Subdirector Técnico. Un efemplar sera entregado al cliente y
el otro se guardara en el Laboratorio. Los informes seran numerados por el Laboratorio en
riguroso orden cronolégico. Toda inobservancia de esta regla de la numeracion y orden
cronologico podrd acarrear la cancelacion de ia acreditacion. El laboratorio registrara en un
libro especial los informes que vaya emitiendo, que sera llevado por el Director Técnico o
Subdirector Técnico.
El laboratorio garantizara la imparcialidad en la emision de sus informes y resultados,

10. OBLIGACION. El responsable del laboratorio tendra la obligacion de asegurar que:

a) todos las calibraciones acreditadas seran efectuadas segin el procedimiento establecido

en el propio Manual de la Calidad, y de Procedimientos integrantes de la documentacion en
base a la cual se otorgo la acreditacion.

b) Producira Informes de Calibracion para los que este acreditado, conforme al punte 5.10.2
de la norma IRAM 301vigente.

¢) Cuando se verifique el deterioro de muestras y / ¢ instrumentos involucrados en la
calibracion, y no exista la competencia y la capacidad del laboratorio para solucionarlo,
debera suspender la actividad dei Laboratorio Acreditado, informando al sector interesado
de la deficiencia surgida, dando inmediata comunicacion al OAA. La limitacién de la
actividad puede permanecer hasta que las acciones correctivas sean efectuadas y aceptadas
por el QAA.

d) Entregar al OAA toda revision del Manual de la Calidad que efectite durante la vigencia
del presente Convenio.

¢) Permitir que los Evaluadores del OAA efectiien las Visitas de Evaluacion que el QAA

estime necesarias a fin de verificar el mantenimiento de la conformidad del Laboratorio con

109



Capitulo 9 Aspectos Legales y Normarivos

los requerimientos exigidos para su acreditacion, disponiendo al efecto toda la cooperacion
necesaria.

El Laboratorio esta obligado a informar inmediatamente al OAA de:

a) interrupcién de la actividad relacionada con el presente Convenio;,

b) renuncia o retiro del Responrsable del Laboratorio;

¢) renuncia del sustituto o reemplazante del Responsable del Laboratorio;

d) renuncia o retiro del Responsable del Sistema de la Calidad,

¢) cambio en la organizaciérn, en su estructura o sus procedimientos y otros que afecten el
normal desenvolvimiento de las actividades acreditadas.

E!l Laboratorio, en el caso b), ¢) v d), se compromete a presentar al OAA el nombre del
nuevoe responsable designado y su correspondiente "Curriculum Vitae". El Responsable del
Laboratorio y su reemplazante podran firmar informes de calibracion solamente luego de
que le fuera notificada la respectiva aceptacion por parte del OAA.

14. CALIBRACION. El Laboratorio debera cumplimentar la obligacién de calibrar sus
propios aparatos o equipos de medida con la peniodicidad definida en su Manual de la
Calidad y deberd mantener registros adecuados de todas las calibraciones efectuadas en el
tiempo de uso de los instrumentos. Estos registros deberdn estar documentados,
actualizados y refrendados por el Responsable del Laboratorio.

15. ENSAYOS INTERLABORATORIOS. El Laboratorio se compromete a efectuar
comparaciones interfaboratorios.

16, TRASLADO DEL LABORATORIO. Si por cualquier motive el Laboratorio, su
equipamiento o su personal se trasladaran, éste debera cesar las operaciones
temporariamente, debiendo el Laboratorio presentar nuevamente la solicitud de
acreditacion por traslado del laboratorio. El Laboratorio podra reanudar las calibraciones
previa gvaluacion realizada por el OAA a las nuevas instalaciones.

31, NORMAS APLICABLES. E!l Laboratoric declara conocer y aceptar los principios
fundamentales y las normas de funcionamiento del OAA que le faefan comunicadas
oportunamente, en especial las que establecen los siguientes documentos: a) 180 / IEC i
17025 - equivalente Norma IRAM 301 vigenté - b} los Procedimientos y Reglamentos del

OAA. El ©AA se reserva el derecho de modificar los procedimientos, en funcion de los

cambios que sufras las normas, en cualquier momento, obligandose @ cetunicar las
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novedades al Laboratorio. Si éste no aceptara las modificaciones, podra rescindir
anticipadamente el presente Convenio,

38. NOTIFICACIONES. Cualquier notificacion requerida o que deba darse de acuerdo al
presente, por cualquiera de las partes a la otra deberd ser por escrito y enviada por carta,
con constancia de recepcién de su contenido, telegrama o carta documento. Dicha
notificacion, si es efectnada por el OAA debe dirigirse a ................. s el ,02
otra direccion que en el futuro indique ¢f Laboratorio en la misma forma; si dicha
notificacién fuere dada por el Laboratorio debe dirigirse al Organismo Argentino de
Acreditacion, Av. Julio A. Roca 651, 5° Piso, sectores 8 y 9 - Capita! Federal (1322), 0 a
otra direccién que en el futuro éste indique en la misma forma. El envio de dicha
notificacion en la forma preindicada sera considerado notificacion suficiente. Se
consideraré como fecha de la notificacion la fecha de constancia de recepcidn.

40. ANEXOS. El presente Convenio consta de los siguientes anexos que, en su totalidad,
forman parte integrante del mismo:

1) Alcance para el que se concede la acreditacion.

2) Reglamento General para la Acreditacion de Entidades y Procedimiento para Evaluacion
y Acreditacién de Laboratorios de Calibracion,

3) Logotipo del DAA.

4) Plan de seguimiento de la acreditacion otorgada.

En prueba de conformidad se firman 2 ejemplares de un mismo tenor y a un solo efecto en

el lugar y fecha indicado en el encabezamiento del presente.
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CONCLUSIONES

La validacion es ur proceso que se encuentra en constante evolucidn que inicia desde el
acondicionamiento de un laboratorio y continua durante el desarrollo y transferencia de los
métodos analiticos. El desarrollo, optimizacion y validacion aplicados en un orden logico
pueden ser un buen recurso para un laboratoric si son usados de una manera eficiente y

productiva.

En lo que se refiere a criterios de aceptacién, algunos organismos no requieren un
tratamiento estadistico fuerte en la validacién, esto se debe a que no existen normas
oficiales obligatorias para la validacién, La realizacién de una validacion muy completa
sera decision de las personas competentes y clare considerando siempre los requerimientos
det cliente.

Un proceso de validacion bien definido y documentado provee a organismos legistativos
evidencia de que los métodos y sistemas disponibles son confiables v seguros.

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido, por
estudios de laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa en este caso, en términos de
parametros analiticos.

El proceso de validacion de un método en particular esta basado en principios cientificos
adecuados y ha sido optimizado para propdsitos practicos de medicion.

En la aplicacion de los criterios de evaluacion de un método analitico prevalecera ante todo
fa experiencia y el criterio de la persona que lleve a cabo la validacion.

La implementacidn de una metodologia de validacién dentro del sistema de calidad de
cualquier laboratorio es de gran importancia debido a las exigencias de las organizaciones

que estan certificadas y que requieren del servicio de laboratorios confiables.
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Values for Uss In the Grubbs Test for Qutliers

ANEXO

Tabl

a1

Number of Riak cf False Rejection
Data Points 0.1% 0.5% 1% 5% 10%
3 - 1155 1.155 1.155 1.153 1,148
4 1.496 1,496 1,492 " 1.463 1.425
5 1.780 1.764 1.749 1.672 1.602
6 2,011 1.973 1.944 1.822 1.720
7 2.201 2.139 2.097 1.928 1.828
8. 2.358 2.274 2.221 2.032 1.909
] 2.492 : 2.387 2.323 2.110 1.977
10 2.606 ° 2.482 2.410 2476 2.036
15 2.997 2.808 2.705 2.409 2.247
20 3.230 3.001 2.884 2.557 ' 2.385
25 3,369 3.135 3.009 2663 2.486
50 4,789 3.483 3.336 2.956 2.768
100 4.084 3.754 " 3.600 3.207 3,017

Tabulated values obtained in part from ASTM E-178 [15] which ghould be consuitad Tor more
- extensive lables. See page 37 for discussion of freatment of dutliers, Original referance: F. E.
Grubbs and G. Beck, “Extension of Sample Sizes and Percentage Points for Significance

Tests of Quliying Observations,” Technometrics, TCMTA; 14 {No. 4): 847-54 (Novembar 1972y
Tabla 2

Values for Use in the Dixon Test tor Qutiiers

Statistic .Number of . Risk of False Rejection

Observations, n 0.5% 1% 5% 10%

3 .894 .988 841 .BB6

4 926 .e8g .765 679

e 5 821 .780 842 557
6 740 .698 560 482
7 .680 63z 507 434

8 725 .683 554 478

iy 9 877 635 512 .441
- 10 639 597 477 408

. 11 713 .679 576 517

tay 12 £75 642 .546 490

‘ 13 649 815 521 487

14 674 641 546 492
15 847 516 625 472

16 624 585 .507 454

Ton 17 605 577 A4S0 438
18 589 .561 475 424

19 575 547 482 412

20 562 535 450 40

Tabulated values obiained from Natrelta [100). See page 36 for discussion:. Original reference:
W. J. Dixon, “Processing Data Outliers,” Biometrics, BIOMA, @ (No.1): 74-89 (March 1953).
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ANEXO
Tabla 3

Valores criticos £, para la distribucion t

s, “Puncién de densidad
A .

_/.- ! Area sombresda = &
) i :
L.,
v \ A0 05 025 .01 ‘ 005 - 007 0005
1 3.078 6314 12706 031821 63657 - 31831 63662
2 1.886 2.520 4303 T 6965 9.925 22336 ©o31598
3 1.638 2353 3182 4541 10.213 12924
4 1.533 2132 237 347 7.173 8610
5 1476 - 2,015 C 25N T a36s RIS B Y -
6 3,449 - 1.943 2447 304370 U330 0 5208 5959
7 1415 1.895 2365 - 2998703499 . ATES - . 5408
3 1397 1.860 - 2300 2896 3355 . 4.50} 5041 -
9 1383 1.833 2262 - 2.821 T 3ds0 4297 4781
10 1372 1.812 2.228 2,764 3.169 4144 4587
1t 1363 1796 2201 2718 3.106 4025 4457
12 1.356 1.782 2179 2.681 3.055 3.930 4318
13 1.350 1771 2.160 2.650 3.012 3.852 4221
14 1.345 1.761 2145 2.624 2,977 3787 4,140
15 1.34) 1.753 2.131 2,602 2.947 3.733 4073
16 1337 1.746 20120 2.583 2921 3.686 4015
17 1333 L1740 2.110 2.567 2.898 1646 - 3.965
18 1,330 1.734 2101 2.552 2878 3610 3922
19 1.328 1.720 2093 2.539 2.361 3.579 3.883
20 1325 1.725 2,086 2.528 2,845 3552 3.850
21 1323 1.721 2.080 2518 2831 3.527 3819
22 1.321 L717 2,074 2.508 2.819 3.505 3.792
23 1319 1714 2,069 2.500 2.807 3.485. 3,767
24 1318 171 2,064 2:492 2.797 3467 3945
25 1.316 1.708 2.060 2485 2.787 3450 3725
26 1315 LT06 2056 2479 2.719 3435 - 3.707
77 i3i4 1.703 2.052 2473 277 3421 1,690
28 1313 1701 2048 2467 2.763 3.408 3.674
29 1310 1699 2,045 2.462 2.756. 396 "3.659
30 L3 1,697 2042 2.457 .2.750 3385 3.646
40 1,303 1.684 2021 2423 2704 1307 - 3551
80 1296 1.67t 2,000 2,390 2,660 3.232 3.460
120 1.289 1,658 1.980 2358 2.617 3.160 3.373
o 1.282 1.645 1.960 2.326 . 2576 3.090 3.291
ruenTE: Esta tabla s¢ reproduce con ef amable permiso de los micrmbros del di io de B ikz, de E.'S. Pearson y H. O,
Hartley {eds.), The Bi ika Tables for Staristicians, vol, 1, 3a ed,, Biomeirika, 1966,
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ANEXO

Tabla 4
Funcién de densidad z2
Area sombreads = o

Valores criticos x*w para la distribucidn jl cuadrada

v\ 995 99 o755 8  Jdo 05 025 0l 005

0000 . D000 0.0 0004 0016 0 2706 3843 S5 663 7am
0010 0020 0051 . 0.103 0211 4605 S99 TITE 9210 10597
S0072 0015 0216 03527 0584 6251 7815 938 11344 12837
0207 0297 0484 0711 . 1.064 779 94887 11143 13277 14860
Tp412. 0554 08310 1145 0 K610 . 9236 .70 - 12832 15085 16748

T D676 0872 - 1.237 1.635 2204 10645 12592 14440 16812 18348
0.989 L239 1.690 2.167 2833 12017 14067 16012 18474 20276
1344 1646 2.180 2733 3450 13362 15307 17534 20090 21954
1.735 2.088 2,700 3.325 4168 14684 16519 19022 21665  23.587
i) 2.156 2.358 3.247 3.940 4865 15987 18307 20483 23209 25188

11 2.603 3.053 3.816 4575 5578 17275 19675 21920 24724 26755
12 3.074 3.571 4.404 5.226 6304 18549 21026 23337 26217 28300
13 3.565 4.107 5.009 5.892 7041 19812 22362 24735 27687 29817
4T A075 0 4660 5.62% 6571 7790 21064 23685 26119 20041 31319
15| 4.600 5229 - 6262 7.261 8547 22307 249% 27488 30577 32799

-6 | 5142 5.812 6908 T.962 9312 23542 26296 28845 32000 34267
17| 5697 64077 T.564 8.682 HD.0BS- 24769 22587  30.190 33408 35716
18 6.265 7015 8231 -~ 9390 10865 25989 28.860  31.526 34805 37156
19 ] 6843 7,632 8906 1017 11651 27203 30143 32852 36190 38580
20 | 7434, 8.260 9.591 10851 12443 28412 31410 34170 37566 39.997

21 o33 8897 10283 I1Se1 13240 29615 32670 35478 38930 41399
22 | 8643 9542 10982 12338 14042 30813 33924 36TBI 40289 42796
23] 9260 10195 10688 13.090  14.848 32007 35172 38075 41637 44.179
24 | 9886 - 10.856 - 12401 .- 13.848 15659 33196 36415 39364 42980 45558
2571 10519 - 11523 0 13120 14611 16473 3438) 37652 40646 44313 46925

26| 11160 12098 13844 15379 17292 35563 38885 41923 45642 48290
27 | 11807 12878 14573 16.151 18.114 36741 40113 43,194 46962  49.642
28 | J246) 13565 15308 16928 18939 37916 41337 aA44d61 482718 50993
290 13120 14256 16147 177080 19768 39.087 42557 45772 49586 52333
30 | 13.787 - 14954 16791 18493 20599 40256 43773 46979 50892 53672

31 | 14457 15655 17533 19280 21433 41422 44985 48231 52090 55,000
32 15134 16362 18291 20072 22271 42585 46194 49480 53486 56328
33 15.814 17073 19.046 20866 230 43745 47400 50724 54774 57646
3] 16501 17789 19806 20664 23.952 44900  dB502  S1966 56061  SB964
35 | 17091 18508 20569 22465 24796 46059 49.302 53203 57340 60.272
36°| 17.887 . 19933 . 21336 23269 25543 ' 47212 S0.998 54437  S8610 61581
37 | 18584 19960 . 22105 24075 26492. 48363  S2192 55667  59.891  62.380
38 19289 20691, 22878 24884 27343 49513 53384 S6.896 61182  64.181
39 | 19994 - 21425 23654 25695 28.096  S0.660 54572 . S8119 62426 65473
40 | 20706 22164 24433 26509 29050 S80S 55758 50342 63691  66.766

Pama v > 40, 3 -v(l-—-z--f' Jz)l
" Koy PR TN
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ANEXO

Tabla 5

J ugjanauisip g eied

J SO3LY S210(8A

oa't NNJ (4% QU1 T LS 9t ST eRT BRI #ST 102 01T [Tz LET 092 O0fE 8¢ o
[~ B ‘ ISl 991 SLL BT 16 961 WT 60T LI'T 6T SvT T . L0C I6E |02
66T 1 £$1 OUi SL1 w81 TELT 661 T QIT LT ST ST ST LT ST 00% |09
151 85T 9 6LT  PE1 Z6T 0% 80T LT 1T . STT ¥ET ST 19T sRT SZE  s0p |OF
w1 el 681 €6F 107 60T 9T T T T T 5T 6T T T LU¥ |0E
W oLT ST 061 6L £0T 01T BIT WT 8T SE€T T $ST OLT €6T EE€  BIb |62
=3 S PR Vi 161 - 961 07 T 6T WT  6LT 9T KT 96T T $6T  FEE O 8T
91 g1 6L €61 61 90T BN 0T STT I€T LET o  L§T  ELT 96T SEE  ITw |k
691 ST 081 S6'1 66T LT SET WT LTT T 6ET AvT. 65T BT C 86T LEE fTv |92
Tt wl 961 107 60T 90 vTT BLI vET OFT 6MT 09T LT 66T 6E€ b ST
U0y BT TAR 4 8 861 €0T 10T 81T STT, 06T 9¢T TPT IST wr 8Lt e ore 9Tv |w
TR S5 102 S0T €17 0TT. LT T LT WT ST WT 08T e e 8Ly |6
SLT WL 68T €07 (U7 SIT ETT. OET ¥ET OWZ OVT S§T 99T 8T S0E wE  0Ev &l
187 1 267 S0z OI'T 81T STT. WT LET T 6YT IST $9T RT LOE LPE v 1T
Wl 061 . S61 80T 2TU'Z OrT BUZ $ET (66T SwT ST 09T CILT LET OUE 6¥E  SEv |0
W1 51 861 W 9T 2T 18T BET W1 WT WT 97 WT 06T Ef L v |6l
ST LG WT SIZ $1'T [T ¥ET. IKT. S¥T IST BST 99T LLT €6T 9UE 5T by |81
Jos1. 1oz s0% 6I'T €7 - 1€Z - 86T SKT 6FE SST I9C OLT 18T 96T 0TS - 65E sy fL
10T T 1T VT BTT SET TV ¥ ST 65T 99T WT  S8T T e E9C &y |9l
we arr e 6TT EET  OFT BFTC PET ST P9T  ILT 6LT 06T WE 6TE 89T pew [SI
T 81T Wi SET 66T o¥T BT 09T S9T 0T ST S8T 96T I HCE L WUE  o9v (¥l
LT Tz 06T, e S¥T £5T 09T 9T T LT 8T 6T . €0E 8IE IKE I%E 9% |€I
06T ¥ET 86T 1€ 7 T 69T SLT 09T $8T 16T  OOE . II'E 9TE 6VE 68E Sy |20
wT  S¥T T 0Z S9T 2T 6LT S§T 06T S6T I0E  60E OZE- 9EE  6S°E 86T AP (11
vT 87 VT LT bz LLT s8T  [6T 86 TE  LOE PUE TLE €EE BKE ILE OUF  96v |01
T SL'T 6LT- EYT T 06T 6T 106 LOC.. #IE BI'E §TE 6CC L€ -8yE €9C 9%E 9T¥ S |6

€67 6% I0E PE BOC TIE STE WE BUE SEE 6EC- tPE OSE  85E . 69E PRE 0P SPP  2ES |8

€2 ITE o06€ wor SR IVE Ve ISE LSE Y9E 89C ELUE 6Lt I8E L6E v SEV  bLb 65 |L
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SEv  Gvy tre ovb  OSY  ECv %Y T9v C89P  viv ALY I8V 88P  S6% S0 C 61'S IS 6LS 199 [¢€
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ANEXO
Tabld 6

¥

Valores criti J di .
| co§ _Qou m PR la distribucion dei RGO estudentizado
5 - o
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